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 RESUMO 

 

A presença de metais pesados no ambiente é atualmente, um dos principais 

problemas de contaminação ambiental, uma vez que, os metais liberados no ambiente 

contaminam o solo e entram na cadeia alimentar através das plantas, causando efeitos 

tóxicos a curto e a longo prazo aos animais e seres humanos. 

No caso do metal pesado Níquel (Ni), foi constatado que a sua presença nas 

plantas pode diminuir o crescimento, reduzir a taxa de fotossíntese e provocar alterações, 

tanto nas atividades enzimáticas quanto metabólicas. 

Pouca informação está disponível na literatura, com referência a resposta 

antioxidante das plantas à expressão a esse metal. Neste sentido, os objetivos deste trabalho 

foram realizar diferentes ensaios para avaliar o efeito fitotóxico do Ni em plântulas de C. 

juncea. 

Neste estudo foram analisados parâmetros bioquímicos relativos à atividade das 

enzimas antioxidantes, Catalase (CAT), Superóxido Dismutase (SOD) e Glutationa Redutase 

(GR). Constatou-se que, não houve alteração da atividade GR e CAT nas raízes. Entretanto, 

atividades destas enzimas apresentaram aumento significativo na parte aérea. OO  aauummeennttoo  nnaa  

aattiivviiddaaddee  ddaa  GGRR,,  nnaa  ppaarrttee  aaéérreeaa,,  ppooddee  sseerr  eexxpplliiccaaddoo  ppeelloo  ffaattoo  ddee  sseerr  oo  cciicclloo  HHaalllliiwweellll--AAssaaddaa  oo  

pprriinncciippaall  mmeeccaanniissmmoo  qquuee  aaggee  nnaa  ddeessiinnttooxxiiccaaççããoo  ddee  EEssppéécciieess  AAttiivvaass  ddee  OOxxiiggêênniioo.. 

Quanto à atividade da SOD, quando comparados ambos tecidos, foi constatado 

que na parte aérea foi pouco alterada, entretanto, a atividade da SOD foi estimulada nas 

raízes na presença do Ni. 
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 Para aumentar a precisão dos resultados, quantificou-se pela técnica de 

Fluorescência de Raios X, a concentração de NiCl2 e o seu efeito na absorção de nutrientes 

nas plântulas de crotalaria. Nesta análise, observou-se o acúmulo do metal nas raízes e baixa 

translocação para a parte aérea. 

Também foi analisada a concentração de Malonaldeído (MDA) na parte aérea de 

plântulas de C. juncea, sendo constatada, a ocorrência de peroxidação lipídica na presença 

do Ni. 

Finalmente, determinou-se o efeito do Ni sobre as concentrações de aminoácidos 

solúveis em raízes e na parte aérea, como estratégia desta planta para superar o efeito do Ni 

, não tendo sido observadas variações significativas nas concentrações dos mesmos com os 

diferentes tratamentos com Ni. 

Palavra–Chave: Aminoácidos, Atividade Enzimática, Crotalária, Fitotoxicidade, 

Níquel, Poluição Ambiental. 
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SUMMARY 

 

The contamination of the environment with heavy metals has become a world-

wide problem. 

Heavy metals can have  direct effects on human health and decreases agricultural 

yields. In the presence of Nickel (Ni), plant growth and the net photosynthetic rate have been 

shown to be significantly reduced, even at low concentrations. Moreover, Ni can also inhibit 

the activity of several groups of enzymes and metabolism. 

The effects of the Ni on the activies of the antioxidant enzymes and metabolism 

were investigated in C.juncea seedlings. 

Enzymatic assays for Catalase (CAT) Glutathione Reductase (GR) and Superoxide 

Dismutase (SOD) were carried out. Response patterns for CAT and GR were similar with low 

values in the roots and increased activity in the shoots. 

A significant increase in CAT and GR activity in the shoots suggests that these 

enzymes play a role in the detoxification process, of reactive oxygen species (ROS) produced 

by the induced Ni stress, possibly by subquesent dismutase. 

On the other hand, the activity of SOD was stimulated in the roots,  and 

decreased in the shoots. 

To gain insight into the response of C. juncea seedlings to the oxidative damage 

induced by excess Ni, were conducted studies of Malondialdehyde (MDA). It was evident that 

Ni induced an increase an lipid peroxidation in the shoots during the studied period. 

The Ni concentration in shoots and roots was determined for C. juncea and 

demonstrated an increase in the concentration of Ni in the roots, however the shoots did not 

present an accumulation. Further experiments were carried out on total free amino acids. It 



 xviii 
 

was observed that Ni treatment did not cause any change in the accumulation of total free 

amino acids in the roots. 

The results suggest that in C. juncea seedlings did not exhibit any major variation 

following Ni treatment. 

Key words: Antioxidant enzymes, Amino acids, C. juncea, Nickel, Environmental 

Pollution. 
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1-INTRODUÇÃO  

 

Atualmente, o crescimento das cidades e a expansão industrial promovem a 

produção de grandes quantidades de produtos químicos e metais pesados. Estes poluentes 

podem ser acumulados em solos cultivados e a persistência deste material no solo, pode 

causar problemas de toxicidade a plantas, animais e seres humanos (Poulik, 1997). 

Embora as plantas absorvam somente uma pequena proporção de Ni proveniente 

do solo, este metal deve receber uma atenção especial, pois em plantas cultivadas em solos 

contaminados por este metal, foram evidenciados efeitos do Ni nas plantas como: diminuição 

do crescimento, alteração do sistema radicular, diminuição na divisão celular, diminuição do 

teor de ferro, zinco e manganês nas folhas (Simon et al., 2000). 

Com relação ao efeito de metais pesados, as plantas utilizam-se, em um primeiro 

momento dos aminoácidos, por estes terem a capacidade de promover alguma resistência ao 

metal detoxificar o efeito desses em suas células. Entretanto, quando há uma sobrecarga da 

concentração de metais pesados, as plantas têm necessidade de ativar seus mecanismos de 

defesa (Briat & Lebrun, 1998). Estes mecanismos têm a função de reduzir a concentração de 

metais pesados livres, no citossol das células, os quais incluem: a compartimentalização deste 

metal em estruturas sub celulares, exclusão e/ou diminuição do transporte através da 

membrana e a formação de peptídeos ricos em cisteínas, conhecidos como fitoquelatinas 

(PCs), que podem complexar esse metal. Além das PCs, outro mecanismo de defesa 

desenvolvido pelas plantas para tolerância à exposição aos metais pesados é a produção de 

um sistema redutor de defesa, que inclui componentes de baixa massa molecular tais como 

glutationa e ascorbato e um sistema de enzimas antioxidantes capazes de remover, 

neutralizar ou limpar radicais livres e que inclui a SOD, a CAT e GR (Scandalios, 1993). 
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Apesar de ocasionar problemas de toxidez às plantas e animais que deles se 

alimentam, existe pouca informação, relativa ao efeito desse metal pesado quando 

introduzido no ambiente agrícola. 

Desta forma, este trabalho de pesquisa teve como objetivo procurar identificar e 

estudar os efeitos do Ni em diferentes mecanismos de defesa de plântulas de C. juncea. 
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2-REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1-Efeito Tóxico do Níquel 

 

O avanço da industrialização, durante as últimas décadas, tem provocado o 

aumento da exposição, no meio ambiente, de produtos químicos potencialmente tóxicos, 

entre eles os metais pesados, que provocam danos para animais, plantas, a saúde humana e 

ao próprio meio ambiente (Gratão et al., 2005). 

A designação “metais pesados” vem da massa específica destes elementos ser 

maior que 5g cm-3, sendo também, conhecidos como “elementos traço”, por serem 

naturalmente encontrados em concentrações de poucas partes por milhão (Mattiazzo-

Prezotto, 1994). Segundo esta autora, o Ni por possuir peso específico 8,9 g/cm3, 25° C, é 

considerado um metal pesado. Este elemento químico é encontrado no grupo VIII da tabela 

periódica, juntamente com o Ferro (Fe) e Cobalto (Co). 

Quantidades naturais de Ni no ambiente são, geralmente, baixas porém, algumas 

atividades podem aumentar de forma considerável estes níveis. Tais atividades incluem o uso 

do Ni na produção de baterias de telefones celulares, catalisador na indústria de 

hidrogenação de óleos vegetais, na fabricação de moedas, no aço, na produção de armas e 

em ligas metálicas resistentes à corrosão (Malan & Farrant, 1998). 

O Ni é considerado um elemento benéfico à planta devido à sua participação na 

estrutura e funcionamento da enzima urease, são observados 6 a 8 átomos de Ni por 

molécula, cuja função é evitar o acúmulo de uréia nas folhas, como foi constatado em salsa 

(Atta-Aly, 1999). A uréia é um produto do metabolismo do nitrogênio nas plantas, sendo que 
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o Ni favorece a atividade da urease que cataliza a hidrólise da uréia a CO2 e NH3 (Gerendas et 

al., 1999a). 

Entretanto, a presença do Ni em concentrações relativamente elevadas no lodo 

de esgoto e em compostos descartados pela indústria pode levar ao acúmulo deste elemento 

no solo, ou provocar a contaminação de recursos hídricos. Conseqüentemente, este poluente 

pode ser submetido a solos cultivados e à sua persistência no solo, pode levar à absorção 

deste metal pelas plantas devido a sua transferência através cadeia alimentar e desta forma 

provocar danos à saúde dos animais, especialmente aos homens (Poulik, 1997). Este autor 

ressalta que a introdução do Ni nas plantas gera efeitos tóxicos como: a danificação do 

sistema radicular e diminuição da atividade respiratória. Estudos citológicos demonstraram 

que o Ni induziu alterações na estrutura de mitocôndria de rabanetes (Simon et al., 2000). A 

presença do Ni pode ter um efeito negativo em etapas importantes do metabolismo em 

plantas, por inibir a exportação de produtos da fotossíntese das folhas, sendo observado que 

nessas folhas, acumulariam quantidades crescentes de sacarose, amido e açúcares redutores, 

ocasionando a redução do crescimento e perdas na produção (Rao & Sresty, 2000). Baccouch 

et al. (1998), verificaram que esse mecanismo tem início com a presença do Ni na planta 

induzindo a deficiência de potássio. Estes autores ainda comentam que ausência deste 

elemento promove a necrose do floema, o que inibe a distribuição de carbohidratos na 

planta. Como foi verificado em soja, em que os efeitos da toxidez do Ni expressaram–se pela 

inibição da maturidade das sementes e redução da biomassa desta planta (Malan & Farrant, 

1998), também foi constatado que a aplicação excessiva de Ni provoca distúrbios mitóticos 

nas pontas das raízes de milho (Huiller et al., 1996). 

A presença de Ni em cereais como aveia pode afetar principalmente a viabilidade 

das sementes, portanto, reduzindo a taxa de germinação (Poulik, 1997). Também foi 



 5

verificado em girassol, que o Ni foi capaz de afetar o crescimento desta planta (Zornoza et 

al., 1999). Em milho, sintomas de toxicidade também foram observados quando o teor de Ni 

no solo era alto, verificou-se que o milho apresentou lesões necróticas na ponta da raiz 

(Baccouch et al., 2001). Estudos, ao nível molecular, determinaram que a presença do Ni 

também inibiu a síntese de DNA, RNA e de proteínas em rabanetes (Espen et al.,1997). Em 

Alyssum murale, foi verificado que o Ni inibiu a atividade da DNA polimerase além de produzir 

efeitos adversos em algumas proteínas, como na biossíntese das mesmas (Abou et al., 2003). 

Foi constatado que a mobilidade de Ni dentro da planta é alta quando comparada 

à de outros metais (Gerendas et al., 1999b);e que o acúmulo de Ni na planta faz-se 

diferentemente, sendo maior nas folhas que nos ramos, nos grãos que nas folhas, e nas 

partes jovens que nas partes adultas (Yu, J & Woo, 1999). Em arroz, foi observada a 

presença de Ni nos grãos e na palha da planta (Kumar & Dubey, 1999) e em tomate, 

concentrações críticas de Ni provocaram necrose nas folhas, redução do massa fresca e o 

acúmulo deste metal nos frutos, o que pode ser considerado perigoso à saúde humana 

(Palacios & Mataix, 1999). 

Na região da Bahia de Levias, em Cuba, foi observada concentração de Ni no solo 

e foram constatados impactos ambientais ocasionados pela presença deste metal nesta 

região (Gonzales et al., 1997). Poulik (1997), avaliando a disponibilidade de Ni para animais e 

constatou a redução da capacidade imunológica e problemas no sistema nervoso quando este 

elemento alcançou concentrações consideradas tóxicas. Do mesmo modo, Yaman (2000), ao 

estudar o efeito do Ni no meio ambiente, verificou que quando submetidos a exposições a 

este metal, humanos e animais sofreram efeitos deletérios como destruição de eritrócitos, 

disfunção renal e câncer. Também, foi constatado, por estes autores que o Ni pode ocasionar 

a indução de leucemia em ratos. 
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2.1.1-Importância da C. juncea 
 

No gênero Crotalaria, existem cerca de 500 espécies de plantas herbáceas. A 

espécie C. juncea (2n=2x=16), apresenta as seguintes características botânicas: é uma 

planta alógama, de ciclo anual, planta ereta de crescimento determinado, podendo crescer 

até três metros de altura e possui folhas unifoliadas (Azzini et al., 1981). 

Originária do subcontinente indiano, a C. juncea destaca–se pela rusticidade e 

pela alta produção de fitomassa. É cultivada em muitos países para a produção de fibras, 

sendo a biomassa utilizada como componente para papéis, principalmente, para cigarros. 

Introduzida inicialmente no Brasil com o mesmo objetivo e em seguida, destinada como 

planta melhoradora do solo, é uma das espécies mais utilizadas como adubo verde na 

agricultura (Oliveira, 1992). 

Entretanto, pouco se sabe sobre a reação da planta de crotalaria ao estresse pelo 

Ni. 

 

2.1.2-Aminoácidos 

 
Os aminoácidos podem ser sintetizados por todos os organismos vivos, embora, 

muitas espécies não estejam aptas a sintetizar todos os aminoácidos de que necessitam para 

a construção de suas proteínas e desta forma, certos aminoácidos devem ser fornecidos na 

dieta (Solomons, 2000). Todos os aminoácidos são derivados de intermediários da glicólise, 

do ciclo do ácido cítrico ou da via da pentose fosfato em plantas (Figura 1). 
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Dez destes aminoácidos estão próximos dos seus precursores iniciais por apenas, 

um ou poucos passos enzimáticos, conforme pode ser observado em bactéria (Figura 1). Para 

Figura 1. Via de biossíntese de aminoácidos
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Fosfoenolpiruvato 

  Piruvato Alanina, Valina, Leucina

Glutamina, Prolina,Arginina 

Oxalacetato 

Aspartato 
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Tirosina 
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os demais, como para os aminoácidos aromáticos, as vias biossintéticas são mais complexas 

(Lehninger et al., 2000). Segundo estes autores, uma maneira útil de organizar as vias 

biossintéticas dos aminoácidos é agrupá-las em famílias correspondentes ao precursor 

metabólico de cada aminoácido, como pode ser observado na Tabela1. 

Tabela 1: Família de aminoácidos relacionados com o precursor metabólico. 

α-cetoglutarato Oxaloacetato Fosfoenolpiruvato e Eritrose-4-fosfato 
Glutamato Aspartato Triptofano 
Glutamina Asparagina Fenilanina 
Prolina Metionina Tirosina 
Arginina Treonina 

Isoleucina 
 

 Lisina  
3-fosfoglicerato Piruvato Ribose-5-fosfato 
Serina Valina Histidina 
Glicina Leucina  
Cisteína Alanina  
 

Alguns aminoácidos e seus derivados podem, em alguns casos, promover 

resistência nas plantas aos níveis tóxicos de metais pesados. Foi constatato que, estes 

aminoácidos no xilema podem quelatar metais pesados como o Cádmio (Cd) e o Ni (Briat & 

Lebrun, 1999). Em soja, foi observado o aumento de aminoácidos solúveis na seiva do xilema 

nestas plantas após a exposição ao Ni e ao Cd (Shintinawy & El-Ansary, 2000). Em plântulas 

de trigo, foi verificado que, após o tratamento com cobre (Cu) houve um acúmulo de 

aminoácidos solúveis como valina, lisina e arginina tanto nas raízes como na parte aérea 

(Lesko et al., 2001). Em Crotalaria cobalt exposta ao Co foi constatado um significativo 

aumento de cisteína, o que sugere que este aminoácido esteja envolvido na complexação do 

Co nas células desta planta (Oven et al., 2002). Em arroz, foi verificada a variação de prolina, 

um indicador de estresse hídrico, na parte aérea após a exposição desta planta ao Cu (Chen 

et al., 2000). Em Alysum lesbiacum, foram verificadas a variação de histidina na presença do 

metal Ni e a formação de um complexo de quelação deste metal com este aminoácido 
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(Kramer et al., 1996). Estes autores sugerem o envolvimento destes aminoácidos, tanto no 

mecanismo de tolerância, como de transporte do metal pesado pela seiva, do xilema para 

parte aérea da planta. 

As plantas utilizam-se deste tipo de mecanismo com a finalidade de aliviar a 

capacidade de detoxificar o efeito do metal pesado na célula. Entretanto, quando há uma 

sobrecarga da concentração de metais pesados, há necessidade de ativar mecanismos de 

defesa oxidante nas plantas (Briat & Lebrun, 1999). 

Assim, as plantas e animais desenvolveram alguns mecanismos para reduzir a 

concentração de metais pesados livres no citossol das células os quais incluem: o transporte 

e a compartimentalização deste metal em estruturas sub celulares (Lozano-Rodriguez et al., 

1997) e agentes redutores de defesa, de componentes de baixa massa molecular tais como 

Glutationa e Ascorbato e um sistema de enzimas antioxidantes capazes de remover, 

neutralizar ou limpar radicais livres e que inclui a SOD, a CAT e a GR (Scandalios, 1993). 

 
2.1.3-Sistemas detoxificadores de espécies ativas de oxigênio 
 

O acúmulo de oxigênio molecular (O2) na atmosfera da Terra permitiu, na 

evolução, que plantas e os organismos aeróbios utilizassem este O2 como aceptor final de 

elétrons durante o metabolismo celular. Nesta redução de O2, pode ocorrer a transferência de 

energia de 4 elétrons a este elemento originando estados excitados reativos parcialmente 

reduzidos que são radicais livres e derivados conhecidos como Espécies Ativas de Oxigênio 

(EAOs) que incluem o Radical Superóxido (O2
•-), Peróxido Hidrogênio (H2O2), Radical 

Hidroxila (.OH) e Oxigênio “singlet” (O2
1) (Scandalios, 1993). Foi constatado que EAOs 

formadas em excesso podem afetar a síntese de proteínas, induzir mutações no DNA, 
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redução nas taxas de fotossíntese, podendo também, destruir a integridade da membrana 

celular (Alscher et al., 2002). 

Situações de estresse, como a exposição a altas temperaturas, altas 

concentrações salinas e temperaturas extremas, são potencialmente prejudiciais às plantas e 

um aspecto comum provocado por estes fatores adversos é que os mesmos podem levar a 

um desequilíbrio na capacidade da célula de formar o O2. Este excesso pode assim, causar o 

aumento da formação de EAOs, dentro dos diferentes compartimentos das células das 

plantas (Van Breusegem et al., 2001), como foi constatado em Rosa hybrida em que foi 

verificado que o UV-A induziu o aumento na concentração de EAOs (Helsper et al., 2003). 

Os metais pesados, também são considerados indutores na formação de EAOs, 

como foi constatado em plantas de milho expostas ao alumínio, que induziu a formação de 

EAOs (Boscolo et al., 2003). Em Cajanus cajan após sofrer a exposição ao Ni, foi verificada a 

formação de EAOs, que foram responsáveis pela inativação de diferentes enzimas (Rao & 

Sresty, 2000). 

Assim, as plantas desenvolveram mecanismos que incluem um complexo sistema 

de defesa antioxidante formado por compostos não enzimáticos e enzimáticos de proteção 

contra as EAOs (Mallick & Monh, 2000). Ainda estes autores observaram que alguns 

aminoácidos, como a histidina, pode-se ligar a EAOs como O2
•-, evitando desta forma danos à 

planta. Dentro da célula, o sistema antioxidante de defesa, inclui enzimas como SOD, CAT e 

Peroxidase (POX), que são responsáveis pela proteção e preservação da integridade da célula 

(Van Breusegem et al., 2001). As EAOs, como os O2
•-, produzidos pela reação do O2 

molecular do Fotossistema I (PSI), são rapidamente convertidos a H2O2 pela SOD que está 

associada ao tilacóide, através de reação Melher (Allen., 1996). Moléculas de O2
•- e H2O2 que 

escapam da destruição no tilacóide são destruídas pela Ascorbato Peroxidase (APX) no 
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cloroplasto associada à membrana do tilacóide em um ciclo conhecido como Halliwell-Asada 

(Fadzillah et al.,1996). 

Na Figura 2, pode-se verificar a atividade destas enzimas, no processo de 

detoxificação da célula. 

Neste ciclo, os radicais monodesidroascorbato produzidos pela APX, são 

convertidos a ascorbato (AsA) via ferredoxina (Fd) ou pela enzima Monodesidroascorbato 

Redutase (MDHA) (Foyer et al., 2003). 

A APX também pode formar neste ciclo, o ácido ascórbico ou o ácido 

desidroascorbato, que pode ser convertido a ascorbato através da enzima Desidroascorbato 

Redutase (DHAR). A DHAR por sua vez, utiliza a Glutationa Reduzida (GSH) como doador de 

elétrons (Allen, 1995). Segundo estes autores, a subseqüente regeneração da GSH requer a 

participação de GR e NADPH. 

Entretanto, é importante ressaltar que ainda neste sistema de detoxificação de 

EAOs, o H2O2 formado na glicolato peroxidase é degradado pela CAT, principalmente, nos 

peroxissomos (Azevedo et al., 1998). 

Tarhanen et al. (1999) constataram que o Ni ao ser absorvido pela planta, liga–se 

passivamente à membrana celular, pela troca de posições de íons presentes na mesma. Estes 

autores sugerem que o Ni pode alterar o padrão das interações entre lipídios e proteínas, e 

desta forma, o Ni diminui o funcionamento e organização da membrana, contribuindo para a 

formação de EAOs. Estas EAOs formadas possivelmente reagem com ácidos graxos 

insaturados das membranas e alteraram a peroxidação lipídica, induzindo a formação de 

malonaldeído (MDA) que é considerado um parâmetro deste processo (Vranova et al., 2002). 

Realmente, foi verificado em milho, na presença do Ni, há ocorrência de 

peroxidação lipídica com um aumento proporcional ao nível de MDA (Bhattacharjee, 1998). 
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Figura 2. Esquema da via de compartilização de EAOs. 

2.1.4-Superóxido Dismutase (SOD) 

 
A SOD (EC 1.15.1.1) pertence a um grupo de metaloenzimas que catalisam a 

dismutação de O2
•−  a H2O2 e O2 (Figura 2). 

O O2
•− é formado em diferentes locais da célula, onde o O2 e a cadeia 

transportadora de elétrons estejam presentes, como mitocôndrias, glioxissomos e 

cloroplastos (Vranova et al., 2002). Estes autores, avaliando o efeito das O2
•− nas células 

verificaram que estas EAOs podem competir com o sítio ativo de diferentes enzimas. Assim, 

não é surpresa encontrar as SOD em diferentes localizações subcelulares como um 

mecanismo de defesa (Alscher et al.,2002). 

 

 

 

SOD 

Fe 
Cu/Zn 
Mn 
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2O2
•−+ 2H+                           H2O2 + O2 

Figura 3. SOD catalisa a reação acima, eliminando O2
•− e formando H2O2 

Existem três isoformas destas enzimas, que são classificadas a partir do íon 

metálico presente em seu sítio ativo: Cobre-Zinco (Cu/Zn-SOD), Manganês (MnSOD) e Ferro 

(FeSOD) (Sherme & Dizengremel, 1998). A FeSOD, é encontrada no cloroplasto e é uma 

enzima dimérica formada por 2 subunidades idênticas, MnSOD é encontrada na matriz 

mitocondrial, é uma enzima que possui estrutura tetramérica (Pan & Yau, 1991). Estudos 

realizados à filogenia da SOD indicaram que a MnSOD e a FeSOD são mais antigas e que 

estas isoenzimas apresentam similaridade em suas propriedades físico–químicas (Bowler et 

al., 1994). A Cu/Zn-SOD, é a mais abundante entre todas as metaloenzimas e são observadas 

no citosol e no estroma dos cloroplastos ou ligadas à membrana dos tilacóides de células 

Entretanto, a Cu/Zn-SOD não apresenta similaridade com as outras isoformas de SOD. Assim, 

possivelmente, esta isoenzima surgiu independentemente (Alscher et al., 2002). 

O número e tipo destas isoenzimas variam de planta para planta (Scandalios, 

1993). 

Em plantas expostas a condições ambientais adversas foi evidenciada uma alta 

expressão da SOD como forma de proteção há um possível estresse (Gupta et al., 1993). De 

acordo com Menezes-Benavente et al. (2004), diferentes pesquisas têm sido realizadas 

envolvendo esta enzima na tolerância a estes diferentes estresses. Como em condições de 

seca, em que foi observado o aumento da atividade da Cu/Zn-SOD e FeSOD em Lupinus 

angustifolius (Yu & Rengel, 1999) ou a alta salinidade que induziu o aumento da atividade da 

Cu/Zn-SOD em Morus alba (Sudhakar et al., 2001). O estresse pelo frio, provocou em pepino, 

a redução da concentração de proteínas e redução da atividade das diferentes isoenzimas da 
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SOD (Feng et al., 2003). Em arroz, o efeito do metal pesado Cd, levou ao aumento da 

atividade da MnSOD (Shah et al., 2001). Em milho, foi verificado que o efeito da toxidez do 

Ni foi capaz de inibir a atividade da SOD, durante a primeira hora de estresse (Baccouch et 

al., 1998), o contrário foi verificado em Betula pentula, onde foi observado o aumento da 

capacidade da atividade da SOD tanto nas raízes, como em folhas na presença deste metal 

(Koricheva et al., 1997), em Cajanus cajan foi constatado o aumento da atividade da SOD 

quando esta planta sofreu a exposição a este metal, indicando, desta forma, que a SOD é um 

importante intermediário no processo de destoxificação do Ni (Rao & Sresty, 2000). 

 

2.1.5-Catalase (CAT) 

 
As CATs (1.11.1.6), são enzimas hemeproteínas tetraméricas encontradas em 

todos organismos aeróbios, localizam-se no citoplasma e nas organelas mitocôndrias, 

peroxissomos sendo responsáveis pela transformação de 2H2O2 em O2 e 2H2O (Figura 4) 

(Vranova et al., 2002). 

 

 

2H2O2
                         2H2O + O2 

Figura 4. CAT catalisa a transformação de H2O2 em H2O e O2 

 

A rápida eliminação do H2O2, é necessária uma vez que esta EAO, pode inativar 

diversas enzimas pela oxidação do seu grupo tiol, como por exemplo às enzimas do Ciclo de 

Calvin (Edwards et al., 1994). 

As plantas, assim como os animais, possuem diferentes isoformas de catalases 

que são codificadas por três genes: Cat1, Cat2 e Cat3 (Scandalios, 1993). Tais genes são 

CAT 
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responsáveis pela codificação das isoenzimas Cat 1, Cat2 e Cat3 que são expressos 

diferentemente, dependendo do tecido e de acordo com o estágio de desenvolvimento da 

planta (Baek & Skinner, 2003). 

As Cat1 são responsáveis pela transformação do H2O2 produzida na 

fotorrespiração em H2O e O2 e estão localizadas no interior de peroxissomos (Menezes-

Benavente et al., 2004), as Cat2 estão envolvidas no processo de lignificação e são 

encontradas nos tecidos vasculares (Scandalios, 1993), e as Cat3 são as mais abundantes em 

sementes e em plantas jovens e têm a função de catalisar a degradação de moléculas de 

H2O2 formadas durante a β-oxidação de ácidos graxos e em peroxissomos de folhas verdes 

durante a fotorrespiração pela transformação do glicolato em glioxilato e estão localizadas no 

mesófilo das células (Van Breusengem et al., 2001). 

É sugerido que as isoformas de CAT podem ser reguladas, no tempo e no espaço, 

em resposta a diferenças de luz (Scandalios, 1993). Este fato foi verificado por Lall et al. 

(1998) que ao submeterem Impatiens flanagee a alta intensidade de luz detectaram o 

aumento da atividade da CAT. Essa enzima torna-se essencial para destruição de H2O2 

formado na fotorrespiração realizada em plantas C3. Em plantas C4 onde a fotorrespiração é 

reduzida foi verificada uma diminuição da atividade desta enzima (Foyer et al.,2003). 

Foi constatado que o frio foi capaz de induzir a inibição da atividade da CAT em 

Euphorbia esula  (Davis & Swanson, 2001). Em sementes de cevada tratadas com Cd foi 

verificado o aumento da expressão da atividade da CAT (Patra & Panda, 1998). Resultado 

semelhante foi constatado quando o efeito de Ni foi testado em plantas de Leucaena 

leucocephalla coletada em solos contaminados pela adição de resíduos industriais e por este 

metal, que apresentou aumento da atividade da CAT (Rout & Samantary 1999). Em Vignata 

radiata o efeito da toxidez do Ni foi constatado no aumento da atividade da enzima CAT em 
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folhas (Samantary et al, 1999). Em milho também foi verificado aumento da atividade da CAT 

após 24 horas de tratamento com esse metal em raízes (Baccouch et al., 2001). Entretanto, 

em plantas de Alyssum bertonni tratadas com Ni, foi constatada a redução da atividade da 

CAT no decorrer do tempo de tratamento com este metal (Boominathan & Doran, 2002). Em 

Cajanus cajan, a presença do Ni também resultou na redução da atividade desta enzima em 

raízes (Rao & Sresty, 2000). Estes autores sugerem a possível inibição da atividade desta 

enzima por este metal. 

 

2.1.6-Glutationa Redutase (GR) 

 
Em plantas, a GSH é o componente tiol mais abundante, inclui-se como uma das 

principais defesas para células de plantas e animais contra uma variedade de estresses, 

incluindo poluição do ar, calor, frio e seca (Lea et al., 1998).  

A GSH regula a síntese de fitoquelatinas e tem importante papel como 

antioxidante nos sistemas biológicos (Gallego et al., 1996). Singhal et al. (1987), ressaltam a 

GSH como tendo um importante papel de defesa da célula contra a exposição da planta a 

elementos tóxicos a planta. Além de promover a remoção do H2O2 no cloroplasto, a GSH pode 

controlar a quantidade de metais pesados livres no citossol (El-Shintinawy, 1999). Entretanto, 

para a maioria destas funções, principalmente o papel antioxidante, a GSH deve estar na sua 

forma reduzida. Essa oxi-redução é catalisada pela GR (Creissen et al., 1994). Segundo este 

autor, esta enzima, contém um grupo prostético flavina adenina dinucleotídeo (FAD) 

transferidor de elétrons, que catalisa a redução da Glutationa Oxidada (GSSG) para GSH na 

forma reduzida na presença da NADPH. 
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Desta forma, a GR (EC 1.6.4.2) tem papel fundamental na proteção do 

cloroplasto contra danos oxidativos mantendo a razão entre os níveis de GSH e GSSG no ciclo 

Halliwell-Asada (Figura 5) (Mallick & Monh, 2000). 

 

 

 

 

GSSG                          2GSH 

Figura 5. Esquema da GR no ciclo Halliwell-Asada 

 

Em espinafre, em um experimento em que a planta foi exposta com ozônio, foi 

verificado o aumento da atividade da GR (Edwards et al., 1994). Os autores sugerem que 

esta enzima esteja contribuindo para reduzir a ação de EAOs nesta planta. No feijoeiro, os 

efeitos do tratamento realizado com baixas temperaturas expressaram-se no aumento da 

atividade da GR (Kocsy et al., 2000). 

A atividade da enzima GR também foi pesquisada em Pinus sylvestris onde foi 

constatado que a radiação por UV–B induziu a redução da atividade desta enzima (Laakso et 

al., 2001). 

É observado que em plantas submetidas ao estresse, por diferentes agentes da 

poluição, como a chuva ácida, há alteração da atividade da GR (Koricheva et al.,1997). Em 

tabaco, metais como Ni e chumbo (Pb) reduziram a atividade da GR, contribuindo dessa 

maneira para o estresse oxidativo (Stohs et al.,1997). Em Crotalaria juncea, foi verificado que 

o Cd foi capaz de induzir o aumento da atividade da GR na parte aérea desta planta (Pereira 

et al., 2002). A atividade de GR em raízes de trigo tem contribuído para aumentar a 

GR 

NADPH +                    NADP + 
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tolerância ao Ni, sendo o efeito positivo através da ação da GSH, mediante a síntese de 

Fitoquelatina a qual conduziu a uma redução do nível de Ni livre nas raízes desta planta 

(Pandolfin et al.,1996). 

Em folhas de Betula pendula, foi constatado um significativo aumento da 

atividade da GR após a aplicação de Ni nesta planta (Koricheva et al., 1997). 

Também em plântulas de milho, foi verificado o aumento da atividade desta 

enzima na tolerância ao metal pesado Ni (Baccouch et al., 2001). O papel da GR na tolerância 

ao metal pesado Ni foi pesquisado por Rao & Sresty (2000). Ao pesquisarem o efeito do Ni 

em plantas de Cajanus cajan observaram o aumento da atividade desta enzima, na parte 

aérea desta planta, após o inicio do tratamento com Ni. Estes autores consideram que a GR 

esteja sendo utilizada na manutenção dos níveis da GSH, que por sua vez está sendo 

utilizada no ciclo Halliwell-Asada no processo de detoxificação de EAOs formadas a partir da 

presença deste metal neste órgão da planta. 

Dificuldades na purificação e seqüenciamento em plantas superiores têm 

impedido algumas comparações diretas entre a seqüência de aminoácidos de uma GR de 

planta e de outros organismos (Creissen et al., 1994). Apesar destas dificuldades, o efeito de 

metais pesados sobre a atividade desta enzima em plantas, tem atraído a atenção de muitos 

pesquisadores. 

 

 

 

2.1.7-Fitoquelatinas (PCs) 
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As plantas respondem à presença de metais pesados pela síntese de uma família 

de peptídeos ricos em cisteína, conhecidos como PCs, que têm a estrutura geral (γ-Glu-Cys) 

nGly, onde n=2 a 9 (Mallick & Monh, 2000). Estes peptídeos são sintetizados em plantas a 

partir da fitoquelatina sintase (γglutamilcisteina dipeptidiltranspeptidase), que transfere a γ-

glutamilcisteína de uma molécula de Glutationa Reduzida (GSH) para o polímero de γ-

glutamilcisteinilglicina (Howden et al., 1995). 

Cabe a PCs diminuir a toxicidade dos metais pesados através da sua complexação 

intracelular e posterior transferência para os vacúolos (Xiang & Oliver, 1998). Sugerindo-se 

que a síntese de PCs, em plantas, pode ser rapidamente regulada em resposta à exposição 

ao metal pesado (Chen & Liu, 1996). Resultados semelhantes foram obtidos por Grill et al. 

(1985), que detectaram que várias espécies de plantas na presença de metais pesados, como 

Cd, são capazes de sintetizar PCs. Entretanto, Leopold et al. (1999), ressaltam que apenas 

alguns metais pesados podem formar complexos com PCs. 

Com o aumento da concentração de Cd em tabaco, percebe-se o aumento na 

produção de PCs nas raízes desta planta (Vogeli-Lange & Wagner, 1990). Em trigo, foi 

constada a indução de PCs nas raízes desta planta após a exposição ao cobre (Keltjens & van 

Beusichem, 1998). Plântulas de Pinus sylvestris, ao serem tratadas com Ni apresentaram a 

indução de PCs, sendo também observada a diminuição da concentração de glutationa nas 

raízes destas plantas (Kukkola et al., 2000). Em algumas árvores da região de Sudbury, 

Canadá, cultivados em solos contaminados pela adição de Ni, também foi constatado que 

estas plantas apresentaram toxicidade por este elemento, entretanto foi observada formação 

de PCs em suas raízes como uma forma de promover a detoxificação deste metal pesado 

(Gawel et al., 2001). 
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Porém, não foram relatados, até o momento, trabalhos que identificaram a 

formação de complexos Ni-PCs. 
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3-MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1-Cultivo do material biológico 

 

A espécie de crotalaria utilizada nesta pesquisa foi a C. juncea. As sementes 

foram obtidas no Campo de Produção de Sementes, localizado no Município de Tupi Paulista, 

SP, a partir cruzamento das variedades IAC1 e IAC2. 

Todas as plântulas utilizadas nos experimentos, foram cultivadas em casa de 

vegetação do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"–

USP, (latitude S 22º 42’ 30” longitude W 47º·38’ 01”. Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Genética e Bioquímica de Plantas do Departamento de Genética, da "Superior 

de Agricultura Luiz de Queiroz"–USP). 

As sementes de C. juncea foram germinadas em papel de germinação umedecido 

em água destilada e parcialmente imersas em água destilada em estufa sob condições 

controladas de temperatura 27° C e fotoperíodo de 14/10 h por 7 dias. Após a germinação, 

as plântulas foram transferidas para vasos plásticos que foram organizados sobre um 

substrato de vermiculita na casa de vegetação (Temperaturas 20° C a 27° C). Cada vaso 

recebeu em torno de 15 plantas distribuídas em placas de isopor (1,5 cm de espessura) com 

diâmetro compatível à parte superior do vaso. Estas plantas foram crescidas em solução 

nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1951), em sistema de hidroponia (1,7 L por vaso) 

e com as raízes mantidas sempre aeradas através de um compressor odontológico 

(SCHULZ/1HP). As plantas crotalaria receberam concentrações Ni de específicas, de acordo 

com o tipo de experimento a ser realizado. 
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3.1.1-Experimento 1: alterações bioquímicas 

 
Para estudar, o efeito do NiCl2 como objetivo do experimento 1, foram as 

alterações enzimáticas causadas pelo efeito deste metal em plântulas de crotalária. Neste 

ensaio as concentrações utilizadas foram 0 mM, 0,05 mM e 0,5 mM1 de NiCl2. 

O período de exposição ao Ni foi de 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 horas, sendo 

as plantas coletadas e divididas em raiz e parte aérea e lavadas em água deionizada durante 

aproximadamente 1 min, visando remover os íons, sendo então secas com papel toalha. As 

amostras foram congeladas em nitrogênio e armazenadas em freezer a -80° C. Para posterior 

determinação das atividades das enzimas antioxidantes tanto em raízes e parte aérea destas 

plântulas. 

 
3.1.2-Experimento 2: Análise de aminoácidos solúveis 
 

A realização do experimento de análise de aminoácidos solúveis, as plântulas de 

C. juncea foi realizado o mesmo procedimento experimental descrito no item 3.1. Neste 

ensaio, o período de exposição ao Ni foi o mesmo realizado no experimento 3.1.1, entretanto 

para estas plântulas as concentrações utilizadas foram 0 mM e 0,5 mM de NiCl2. 

 

3.1.3-Experimento 3: Análise da concentração de NiCl2 nos tecidos vegetais 

 

Para a quantificação da concentração de Ni nos tecidos vegetais de C. juncea, 

uma parte do material coletado no experimento 3.1.2, foi separada para o experimento 3. 

Estes materiais foram secos durante 72 h a 80o C, moídos e 0,5 g de cada amostra foi 

colocado em recipiente apropriado para análise por fluorescência de raios X, prensada a 2 
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ton/cm2 e levada diretamente para análise, sem passar por nenhum tipo de pré-tratamento 

químico. 

 

3.2-Cromatografia em camada delgada 

 

Para o procedimento de extração e quantificação de aminoácidos foi utilizada a 

técnica desenvolvida por Bielesky & Tuener (1986), com algumas modificações. 

Foram usados 0,5 g de extrato vegetal tanto de raízes e parte aérea, que foram 

macerados em 2 mL de solução MCW (12 mL de metanol, 5 mL de clorofórmico e 3 mL de 

água Milli-Q). A mistura foi centrifugada por 25 000 rpm por 20 min a 4º C. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi misturado à 0,5 mL de clorofórmio e 0,75 mL de água Milli-

Q. Da fase hidrossolúvel coletada foi retirada uma alíquota para diluição com volume final de 

1 mL (completado com água Milii-Q). 

Para esta análise foram utilizadas placas de sílica gel sobre poliéster de 20cm x 

20 cm (Merck) e aplicadas alíquotas de 2 µL de extrato vegetal de parte aérea e raízes, nas 

concentrações 0 mM e 0,5 mM de NiCl2 nas placas cromatográficas. Antes da aplicação das 

amostras, as placas a foram ativadas a 80º C por 60 min em estufa. 

Os cromatogramas foram realizados em cubas de vidro contendo solventes 

constituídos de uma mistura de álcool butílico, acetona, hidróxido de amônia e água 

deioneizada nas proporções de 50:50:25:10 mL (V/V), respectivamente. Após a separação 

dos aminoácidos, por aproximadamente 40 min de corrida, as placas foram secas em estufa 

ventilada por 48 h, a temperatura ambiente e posteriormente revelados com uma solução de 

0,2 % ninidrina em acetona (p/v). Padrões de histidina e prolina foram incluídos para a 

identificação das bandas de aminoácidos. 
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3.3-Determinação das atividades das enzimas anti-oxidantes 

 
A extração enzimática foi feita partir de folhas e raízes e as enzimas verificadas 

foram CAT, SOD e GR. As análises destas enzimas foram realizadas por atividade em géis não 

desnaturantes (poliacrilamida 7 %) e por espectrofotometria. 

As extrações das enzimas CAT, SOD e GR foram feitas em tampão fosfato de 

potássio 100 mM (pH 7,5), (4 g:1 mL) contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 4 % (p/v) 

de PVPP de acordo com a técnica desenvolvida por Azevedo et al. (1998). O homogeneizado 

foi centrifugado à 10.000 rpm por 30 min à 4° C, utilizando-se uma centrífuga Beckman 

modelo J2-MC. O sobrenadante, foi coletado, dividido em alíquotas e congelados a -80º C, 

sendo utilizados para os ensaios das atividades enzimáticas. 

 

3.3.1-Atividade de CAT 

 
A atividade da CAT foi determinada em espectofotômetro como descrito por 

Azevedo et al. (1998). O ensaio foi realizado A 25° C em uma mistura de reação contendo 1 

mL de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 25 µL de H2O2 (solução de 30 

%) preparada imediatamente antes do uso. 

A reação foi iniciada pela adição de 25 µL de extrato vegetal e a atividade foi 

determinada seguindo-se a decomposição de H2O2 por 1min de dosagem contínua em 

intervalos de 1 s por alterações na absorbância a 240 ηm. Os valores de atividade foram 

expressos em µmol/min/mg/prot. 
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3.3.2-Atividade da SOD  

 

A atividade da SOD foi determinada pelo método espectrofotométrico, como 

descrito por Beyer & Fridovich (1987). Como indicador da abordagem foi empregada a taxa 

de redução do nitrolue tetracolian (NBT). Na preparação enzimática foi utilizada 50 µL de 

extrato vegetal, 850 µL de solução de NBT e 100 µL de riboflavina. 

Após a mistura, foi determinada a variação de absorbância por min a 560 ηm. A 

atividade da SOD foi expressa em Unidades mg-1 por proteína. 

Uma unidade da atividade da SOD é definida como a quantidade de enzima que 

inibe a redução de 50 % de NBT. 

A atividade da SOD em PAGE não-desnaturante, de plântulas tratadas e não 

tratadas com Ni, foi determinada segundo a técnica descrita por Laemmli (1970), com uma 

corrente constante de 20 m/Aplaca por 4 h. 

Foram aplicados aos géis amostras de padrão de SOD de fígado bovino (2 

unidades), 40 µg de proteína do extrato de raízes e parte aérea. 

Após um tempo médio de 4 h para eletroforese, os géis foram enxaguados 

rapidamente em água destilada e incubados no escuro à temperatura ambiente em uma 

mistura de reação contendo 100 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8), 1 mM EDTA, 

0,05 mM de riboflavina, 0,1 mM de NBT e 0,3 % (v/v) de TEMED. Ao final de 30 min, a 

mistura de reação foi removida, os géis enxaguados com água destilada e colocados sob 

iluminação por alguns minutos até o desenvolvimento de bandas brancas sob fundo roxo. A 

reação foi interrompida incumbando-se o gel em uma solução 7 % (v/v) de ácido acético por 

15 min. 
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3.3.3-Caracterização das isoenzimas da SOD. 

 

Para determinação das isoformas de SOD, as raízes e a parte aérea foram 

submetidas a PAGE não desnaturante em minigel (8 %). A eletroforese foi conduzida a 4° C 

com uma corrente constante de 15 mA/placa por 4 h. A amostra foi aplicada no gel em 

concentração de 40 µg de proteína de extrato de raízes  e parte aérea. 

Ao final da eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em três partes iguais. A 

primeira foi revelada para atividade de SOD como acima (3.3.2), a segunda e a terceira parte 

foram incubadas por 20 min em 100 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8) contendo 2 

mM de KCN e 100 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8) contendo 5 mM de H2O2, 

respectivamente. Após este período, ambas as partes foram lavadas e reveladas para 

atividade de SOD. O pré-tratamento dos géis em H2O2 e KCN antes da revelação de SOD 

permitiu a classificação das isoenzimas da SOD em Cu/Zn-SOD, FeSOD ou Mn-SOD. Mn-SOD 

é resistente à ambos inidores, a FeSOD é resistente ao KCN e inibida por H2O2 e Cu/Zn-SOD é 

inibida por ambos inibidores (Azevedo et al., 1998). 

 

3.3.4-Atividade da GR 

 
A atividade de GR foi determinada como descrito por Azevedo et al. (1998). A 

atividade enzimática foi determinada colorimetricamente a 30° C em uma mistura de reação 

consistindo de 1 mL tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de DTNB, 1 

mM de GSSG e 0,1 mM de NADPH. 
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A reação foi iniciada pela adição de 50 µL de extrato vegetal. A taxa de GSSG foi 

monitorada pelo aumento, A cada segundo, na absorbância a 412 ηm por 1 min. Os valores 

de atividade foram expressos em µmol/min/mg/prot. 

 

3.4-Determinação de proteínas 

 
A concentração de proteína foi determinada por espectrofometria à 595 ηm como 

descrito pelo método de Bradford (1976), utilizando–se o kit Bio-Rad e soro albumina bovina 

(BSA) como padrão. 

 

3.5-Eletroforese de proteínas totais 

 

O estudo de protéinas em foi realizada em gel de poliacrilamida-desnaturante 

(SDS-PAGE). 

A eletroforese foi conduzida a 4° C e a corrente constante utilizada foi de 20 

mA/placa, por cerca de quatro horas. 

Para cada gel foram aplicadas amostras padrão 2 µg de proteína e 5 µg de 

proteína dos extratos vegetais dos tratamentos de 0,05 mM e 0,5 mM de NiCl2. 

A revelação para atividade de proteínas foi realizada com sistema com prata de 

acordo com Gomes (1995). Os géis foram incubados em solução fixadora (40 % de Etanol 

P.A., 10 % de ácido acético, preparada em água deionizada), durante a noite. Logo após, 

procedeu-se a uma nova incubação em uma solução contendo 17 g de acetato de sódio 

3H2O, 75 mL de etanol 96°GL P.A., 1 g de tiossulfato de sódio, 1,3 mL de glutaraldeído a 25 

% (adicionado somente na hora do uso), para um volume final de 250 mL. Após essa 

incubação, lavou-se o gel 3X por 15 min com água deioneizada. Após esse passo, adicionou-
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se ao gel a solução de prata (15 min) contendo 0,25 g de nitrato de prata e 50 µL de 

formaldeído (adicionado na hora do uso). Para revelação, foi utilizada uma solução contendo 

6,25 g de carbonato de sódio e 25 µL de formaldeído (adicionado na hora do uso). Para 

finalizar a revelação foi feita uma solução paralizadora com 3,65 g de EDTA, para um volume 

final de 250 mL. 

 

3.6-Determinação dos aminoácidos solúveis por espectofotômetro 

 

Após a extração, tanto para o extrato radicular quanto na parte aérea como 

descrito em 3.2, utilizou-se o método proposto por Azevedo et al. (2003) para a quantificação 

dos aminoácidos solúveis. Procedeu-se a reação de 250 µL de extrato vegetal com 500 µL do 

tampão citrato 0,2 M (pH 5,0), 200 µL de solução ninidrina 5 % em metil Glicol + 1 mL de 

solução KCN 0,0002 M. O ensaio foi aquecido a 100° C por 20 min e, após, resfriado por 10 

min em água corrente. Acrescentou-se posteriormente neste ensaio 1 mL de álcool etílico 60 

%, seguindo-se a leitura espectrofotômetro em λ=570 ηm. 

A concentração de aminoácidos solúveis totais foi avaliada utilizando-se curva 

padrão de solução Leucina. 

 

3.7-Determinação da concentração de Ni, Fe e Zn nos tecidos vegetais de plantas 

tratadas 

 
A quantificação da concentração dos elementos químicos Ni, Fe e Zn foram 

realizadas em amostras expostas à concentração 0,5 mM e foi realizada através da técnica 

analítica denominada fluorescência de raios X por dispersão de energia (EDXRF, energy 

dispersive X-ray fluorescence), em equipamento disponível no Laboratório de Instrumentação 
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Nuclear, da Divisão de Desenvolvimento de Métodos e Técnicas Analíticas e Nucleares, do 

CENA/USP e utilizou-se o método proposto por Nascimento (1999). 

As amostras foram secas durante 48 h a 35° C, moídas e em seguida 0,5 g de 

cada amostra foi colocado em recipiente apropriado para análise por fluorescência de raios X, 

prensada a 2 ton/cm2  e levada diretamente para análise, sem passar por nenhum tipo de 

pré-tratamento químico. 

A excitação foi feita com raios X Mo-Kα de 17,44 keV, provenientes de um tubo 

de raios X com alvo de Mo e filtro de Zircone, operado a 25kV e 10mA, possibilitando a 

detecção do elemento químico Ni pelos seus raios-X característico Kα. As amostras foram 

excitadas por 300 s, sendo os raios-X detectados por um espectrômetro multicanal, baseado 

em detector semicondutor de Si (Li) e eletrônica nuclear convencional. 

A concentração do elemento Ni foi estimada através da intensidade dos raios X 

característica, levando-se em conta o efeito matriz. A validação da metodologia foi realizada 

analisando-se uma amostra de referência certificada (hay powder, V-10) produzida pela 

Agência Internacional de Energia Atômica, Viena. 

 

3.8-Peroxidação de lipídeos 

 

A peroxidatição lipídica na parte aérea de C. juncea foi determinada pela 

estimativa do conteúdo de malonaldeído a partir do método de Heath & Packer (1968) com 

algumas modificações. Amostras 0,3 g do material foram maceradas em 1,3 mL (0,1 %) de 

ácido tricloracético (TCA) na presença de 20 % de PVPP. Após completa homogeização, 1,4 

mL foi transferido para tubos do tipo eppendorf para que fossem centrifugadas a 10.000 rpm 

por 5 min. Do sobrenadante foi retirado 0,5 mL e adicionados 2 mL de TCA (20 %) contendo 
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0,5 % de ácido tiobarbiturico. Após deixar em banho maria a 95° C por 30 min foi feito um 

rápido resfriamento em gelo. Após a mudança de cor, transferiu-se 1,4 mL da amostra foram 

transferidas para tubos tipo eppendorf para serem centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, 

com o intuito de separar algum resíduo formado durante o aquecimento e também com o 

objetivo de clarificar um pouco a coloração. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a λ=535 e 600 ηm. A 

determinação da concentração da MDA foi determinada através da formula: 

C= ABS (535-600)/E.B. 

Onde E= Coeficiente de extinção=155 mM-1/cm, B=Comprimento óptico. Desta 

fórmula, obteve-se C=ABS (535-600) x 155 mM. 

A quantidade do MDA foi expressa em mmoL/ mg tecido fresco. 

 

4-ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições por tratamento. Os dados foram estatisticamente analisados para os 

experimentos e os resultados expressos pela regressão polinomial. Para os demais ensaios 

realizados, em que não houve ajuste em regressão polinomial os dados foram analisados e 

expressos pela média e desvio padrão ( ± SD). 
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5-RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1-Considerações gerais 

 

Os organismos vivos estão sujeitos aos mais diversos fatores ambientais que 

podem induzir a formação de EAOs. Estas EAOs por sua vez, podem promover estresse 

oxidativo imediato. 

Ao longo da evolução, os organismos, entre eles as plantas, desenvolveram 

vários mecanismos de defesa para proteção de suas células contra danos oxidativos 

provocados por estas EAOs. Várias pesquisas vêm sendo realizadas no intuito de uma melhor 

compreensão destes processos. 

Estudos realizadas em plantas consideraram que os metais pesados promovem 

várias alterações fisiológicas, induzindo reações oxidativas e desencadeando a geração de 

EAOs. 

Entretanto, as informações referentes ao comportamento dos metais pesados 

adicionados as plantas, realizados e verificados na literatura, envolvem em sua maioria, 

parâmetros morfológicos com algumas das espécies de crotalaria. 

Pouco tem sido discutido sobre o efeito do Ni em relação aos mecanismos de 

fitoxicidade, a sua influência na formação de EAOs e outros processos desencadeados em 

crotalárias. 

Neste estudo, realizado com C. juncea  após a exposição ao Ni, constatou-se o 

desenvolvimento das raízes e da parte aérea com o aumento de exposição ao metal no 

período de tempo estudado. Estes dados não foram mostrados, uma vez que se torna 

imprescindível que se usem recursos diferenciados dos adotados nas avaliações rotineiras 
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sobre o efeito de metais pesados em plantas e se tratando da espécie utilizada neste estudo, 

não existem muitos trabalhos considerando aspectos bioquímicos. 

Os resultados obtidos permitiram constatar que o teor de Ni aumentou nas raízes 

em função das doses crescentes e pode-se observar que a presença do Ni na parte aérea 

induziu a peroxidação lipídica, conforme o estudo de MDA permitiu constatar nesta parte da 

planta. Verificou-se ainda com relação à toxidez deste metal, que as doses de Ni utilizadas 

influenciaram na distribuição de Fe e Zn tanto em raízes como na parte aérea. 

Com os estudos bioquímicos realizados pode-se verificar que o Ni afetou a 

atividade das enzimas envolvidas no sistema antioxidante de defesa. 

Aparentemente, as doses de Ni utilizadas neste estudo, alteraram a produção de 

proteínas em C. juncea. Estas proteínas, possivelmente, passam a participar nos processos 

metabólicos como fonte de energia para a planta. 
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The contamination of the environment by toxic metals poses a threat for “Man and biosphere”, reducing agricultural productivity 
and damaging the health of the ecosystem. In developed nations, this problem is being addressed and solved to some extent 
by using green technology” involving metal tolerant plants, to clean up the polluted soils. The use of naturally occurring metal 
tolerant plants and the application of genetic manipulation, should hasten the process of transferring this technology from 
laboratory to field. Therefore, it is essential to investigate and understand how plants are able to tolerate toxic metals and to 
identify which metabolic pathways and genes are involved in such a process. Recent advances in knowledge derived from the 
“omics”, have considerable potential in developing this green technology. However, strategies to produce genetically altered 
plants to remove, destroy or sequester toxic metals from the environment and the long-term implications, must be investigated 
carefully.
Key words: hyperaccumulator plants, phytoremediation, toxic metals.

Fitorremediação: tecnologia verde na limpeza de metais tóxicos do ambiente: A contaminação do ambiente por metais 
tóxicos torna-se uma ameaça tanto para o homem quanto para a biosfera, impedindo o desenvolvimento da agricultura e 
prejudicando os ecossistemas. Em nações desenvolvidas, esse problema está sendo direcionado e resolvido, consideravelmente, 
com o uso de plantas tolerantes especializadas na limpeza de substratos contaminados e poluídos com metais. O uso de plantas 
que naturalmente acumulam metais e a aplicação da engenharia genética (metalômicas) acelerariam o processo de transferência 
de toda essa tecnologia do laboratório ao campo. É essencial, portanto, investigar e entender como essas plantas funcionam e 
quais os caminhos metabólicos e genes envolvidos no processo. A combinação das tecnologias das “ômicas” tem um prodigioso 
potencial no desenvolvimento dessa tecnologia verde. Entretanto, estratégias para produzir plantas geneticamente alteradas 
para remoção, destruição ou seqüestro de substâncias tóxicas do ambiente e suas implicações devem ser cuidadosamente 
investigadas.
Palavras-chave: plantas hiperacumuladoras, fitorremediação, metais tóxicos.

INTRODUCTION
 The contamination of the environment with toxic metals 
has become a worldwide problem, affecting crop yields, 
soil biomass and fertility, contributing to bioaccumulation 
in the food chain. In the last few decades, research groups 
have recognised that certain chemical pollutants such as 
toxic metals, may remain in the environment for a long 

period and can eventually accumulate to levels that could 
harm humans. Moreover, the numerous classes and types 
of these chemicals, complicate the removal of many toxic 
metals from the environment. As an alternative, an ecological 
technological approach has been developed involving the use 
of plants to clean up or remediate soils contaminated with 
toxic metals. Certain plants, termed hyperaccumulators, have 
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Phytoremediation: present outcomes: Phytoremediation is 
the process that introduces plants into an environment and 
allows them to assimilate the contaminants into their roots 
and leaves. Such a process has been used to clean up heavy 
metals, pesticides and xenobiotics (Suresh and Ravishankar, 
2004), organic compounds (Newman and Reynolds, 2004), 
toxic aromatic pollutants (Singh and Jain, 2003) and acid 
mine drainage (Archer and Caldwell, 2004). Interestingly, 
phytoremediation was recognized and documented by hu-
mans more than 300 years ago, however the scientific study 
and development of suitable plants was not conducted until 
the early 1980’s (Lasat, 2000).

Phytoremediation is considered to be an environmentally 
friendly technology, that is a safe and also a cheap way to 
remove contaminants, in some cases doing the same job as 
a group of engineers for one tenth of the cost. However, 
such technology cannot necessarily be effective all of the 
time or be used in all types of contaminated sites. If the 
contamination runs too deep, or the concentration of toxic 
compounds is too high, then plants alone cannot efficiently 
remediate the soil (Cunningham et al., 1995).

Phytoremediation of toxic metals: Soils may become polluted 
with high concentration of toxic metals and their remediation 
may often involve excavation and removal of soil to secured 
landfills, an expensive technology that requires site restora-
tion (Glick, 2003). Moreover, besides being an expensive 
and labour intensive effort, cleaning up contaminated sites 
has been accompanied by secondary environmental and legal 
problems. The phytoremediation of heavy metal contaminated 
soil basically involves the extraction or inactivation of these 
metals in soils (Lombi et al., 2001). However, some metals 
such as Pb are largely immobile in soil and their extraction 
rate is limited by solubility and diffusion to the root surface 
(Lombi et al., 2001). Conventional technologies suitable for 
water and soil remediation used in situ and ex situ are: pneu-
matic fracturing, soil flushing, solidification/stabilization, vit-
rification, chemical reduction/oxidation, soil washing and ex-
cavation. All these methods are cost prohibitive and often can 
generate secondary waste (Prasad, 2003). The use of several 
chelating agents, such as EDTA (ethylenediaminetetraacetic 
acid), EGTA (ethylene glycol-O,O’-bis-[2-amino-ethyl]-
N,N,N’,N’,-tetraacetic acid), EDDHA (ethylenediamine di(o-
hyroxyphenylacetic acid) and citric acid, has been developed 
to chemically enhance phytoextraction by mobilizing metals 
and increasing metal accumulation (Cooper et al., 1999). 
However, there is a potential risk of leaching of metals to 

been shown to be resistant to heavy metals and are capable 
of accumulating and transporting these soil pollutants to high 
concentrations. Thus, biological and engineering strategies 
designed to improve the use of phytoremediation to reduce 
the amount of heavy metals in contaminated soils, has begun 
to emerge.

Toxic metals: The focus of researchers on the phytoremediation 
of toxic metals in the environment has been considered an 
area of major scientific and technological progress and is a 
subject of contemporary relevance (Table 1). The widespread 
accumulation of heavy metals in soils is becoming a serious 
problem, as a consequence of industrial activity worldwide. 
Mining wastes, fertilisers, paper mills and toxic elements 
from atmospheric emissions, have all contributed to the 
continuous deposition and resulting accumulation of toxic 
metals in the environment. The concentrations of toxic metals 
in polluted soils are often hundreds of times greater than that 
required to exert a toxic effect on the majority of higher 
plants. Toxic metals can affect the biosphere for long periods 
of time and can be leached through the soil layers leading to 
the contamination of the water table. Consequently, the use 
of plants contaminated with high levels of heavy metals for 
food, might pose a serious risk to human and animal health 
(Wang et al., 2003).

Table 1. Social and economic dimensions of toxic trace elements, 
metalloids and radionuclides and areas of scientific investigation 
(Prasad 2004a).

Area                                     Scope for detailed investigation

Ecotoxicology and              Nutrient availability efficiency 
ecophysiology                      and Deficiency for optimization 
                                             of crop yield

Environmental chemistry     Bioremediation and restoration 
waste management               of metal contaminated and 
and mine reclamation            polluted ecosystems

Agricultural and                  Plant and soil serve as vital links 
nutritional sciences              for supplementing nutrients 
food industry                        on sustainable basis

Clinical                                Usage of radiolabelled antibodies 
biochemistry                        and their disposal

Medicine and                       Use of plants as a source of 
pharmacology                      certain disorders nutrients for

The atomic                          The nuclear weapon testing (release 
energy sector                        of mainly 14C, 137Cs, 90Sr and 95Zr) 
                                             production (release of mainly 
                                             137Cs, 106Ru, 95Zr) and nuclear
                                              power production
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the ground water and there is still a lack of detailed studies 
regarding the persistence of metal-chelating agent complexes 
in contaminated soils (Lombi et al., 2001).
 It is also known that some metal contaminated soils are 
difficult to remediate and such soils are usually excavated 
and land filled. Sites can also be treated by acid leaching, 
physical separation of the contaminant or electrochemical 
processes (Cunningham et al., 1995). Moreover, the costs 
associated with soil remediation are variable and depend on 
the properties of the soil, the contaminants, site conditions 
and the volume of material to be remediated (Cunningham et 
al., 1995). Considering these limitations, phytoremediation 
is one innovative approach that offers more environmental 
benefits and a cost effective alternative.

In phytoextraction and phytomining, accumulated toxic 
metals in plant tissues are harvested for metal recovery and 
reuse. Normally, the plants termed hyperaccumulators are 
preferably used, since they have the ability to withstand and 
build up high concentrations of metals, when compared to 
other plants. These plants can be processed to recover the 
metals accumulated during the phytoremediation process 
(figure 1). Although it is cheaper than the conventional 
methods, phytoremediation is not an easy technology 
that consists of simply planting and growing some 
hyperaccumulating plants in the metal polluted area (Alkorta 
et al., 2004). It is in fact a highly technical strategy, requiring 
expert project designers with field experience that choose 
the proper species and cultivars for particular metals and 
regions (Alkorta et al., 2004). Research carried out with 
hyperaccumulator plant species has mainly focused attention 
on the physiological mechanisms by which the metal is taken 
up, transported and sequestrated, but little is know regarding 
the genetic basis of hyperaccumulation when compared 
with the genetic basis of metal tolerance (Pollard et al., 
2002). There is evidence for a quantitative genetic variation 
controlling the ability of these plants to hyperaccumulate 
between and within populations (Pollard et al., 2002).

Transgenic plants vs natural hyperaccumulators: The 
ideal plant to make practical use of the phytoremediation 
technique must necessarily have a considerable capacity 
of metal uptake, accumulation and durability to reduce the 
length of treatment. Metal hyperaccumulator plants have 
been found in a wide range of families of vascular plants 
(Reeves and Baker, 2000; Prasad and Freitas 2003), but the 
Brassicaceae are well represented. However, most of the 
known metal hyperaccumulating plant species are metal 
selective, their growth rate is usually slow, they produce 
relatively small amounts of biomass and most of them can 

be used in their natural habitats only (Kamnev and van der 
Lelie, 2000). Moreover, the application of hyperaccumulator 
plants can be further limited because little is known about 
their agronomic characteristics, pest management, breeding 
potential and physiology, growing often in remote regions 
and in certain cases, their habitat is threatened by mining, 
development and others activities (Cunningham et al., 1995). 
Therefore there appears to be a promising alternative in the 
development of transgenic plants with improved properties 
of metal uptake, accumulation and tolerance of toxicity. 
Such metal accumulation and tolerance could be enhanced 
by overexpressing natural or modified genes encoding 
antioxidant enzymes or those that are involved in the 
biosynthesis of glutathione and phytochelatins (figure 2).

Figure 1. The approach of “green technology” for the clean up toxic 
metals, metalloids and radionuclides in the environment.

Figure 2. The use of genetic engineering to breed plants with superior 
phytoremediation potential (Modified after Karenlampi et al., 2000; 
Prasad, 2004b).
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 From the preceding discussion it is apparent that in order 
to breed plants with superior phytoremediation potential, it 
is necessary that these plants have a high rate of biomass 
production and are sufficiently strong and competitive 
in the climate they are to be used for phytoremediation 
(Pilon-Smits and Pilon, 2002). Moreover, plants suitable for 
phytoremediation should possess the ability to accumulate 
the target metal in the above-ground parts, and to tolerate the 
metal concentration that is to be accumulated (Karenlampi 
et al., 2000). The overexpression of a gene encoding a 
rate limiting gene product would be expected to lead to 
a faster overall rate of the pathway and to more efficient 
phytoremediation (Pilon-Smits and Pilon, 2002). However, 
it must be considered that metals rarely occur alone in the 
environment and an adaptive tolerance may be essential for 
several metals simultaneously (Karenlampi et al., 2000).

Transgenic plants: Several researchers have already reported 
encouraging results using plants bioengineered with 
increased heavy metal tolerance and uptake of heavy metals 
for the purpose of phytoremediation.

An increasing number of attempts have been made to 
construct transgenic plants that are tolerant to the presence of 
high concentrations of toxic metals and thus may be suitable 
for phytoremediation (Berken et al., 2002; Rugh, 2004; Tong 
et al., 2004; Eapen and D’Souza, 2005). The majority of these 
novel plants have only been tested under limited laboratory 
conditions and very few have been grown in the field. In this 
section we will cover the general areas of plant metabolism 
that have already been investigated and discuss just a small 
number of the successes that have been obtained.

S-metabolism, glutathione and phytochelatins: Selenium 
(Se) is essential as a micronutrient for humans and animals 
but is toxic at medium to high concentrations. Se occurs 
naturally in soils as selenate and selenite and often as a 
pollutant, following the industrial use of coal. Se and sulphur 
(S) have very similar chemical properties and their uptake 
and assimilation as selenate and sulphate, to incorporation 
in proteins as selenomethionine and methionine, proceed 
through common pathways and are catalyzed by the same 
enzymes. A research group lead by Norman Terry and 
Elizabeth Pilon-Smits has considered the possibility of 
overexpressing a range of genes encoding key enzymes in 
sulphur metabolism, with the aim of obtaining selenium 
tolerant plants.

Indian mustard (Brassica juncea) plants overexpressing 
ATP sulphurylase were shown to have higher shoot Se 

concentrations and enhanced Se tolerance compared to 
wild type when grown in the presence of selenate in either 
hydroponic systems or soil (Pilon-Smits et al., 1999; 
Van Huysen et al., 2004). Interestingly, young transgenic 
plants that were overexpressing ATP sulphurylase, were 
more tolerant than the wild type to As(III), As(V), Cd, 
Cu, Hg, and Zn, but less tolerant to Mo and V (Wangeline 
et al., 2004). Other transgenic Indian mustard plants 
overexpressing cystathionine-γ-synthase (CGS) showed 
a higher Se volatilization rate, lower shoot Se levels, and 
higher Se tolerance than wild type grown in either soil or 
hydroponically (Van Huysen et al., 2003;2004).

Astragalus bisulcatus is a native plant that has the capac-
ity to grow on Se containing soils and accumulate Se to high 
concentrations but it has a slow growth rate. It has been pro-
posed that in A. bisulcatus selenocysteine methyltransferase 
(SMT) specifically methylates selenocysteine (SeCys) to 
produce the nonprotein amino acid methylselenocysteine 
MetSeCys, which causes a reduction in the intracellular 
concentrations of SeCys and selenomethionine (SeMet), 
thus preventing their incorrect insertion into protein. Indian 
mustard plants overexpressing the A. bisulcatus SMT gene, 
exhibited a greatly increased accumulation of MetSeCys and 
tolerance to Se compounds, in particular selenite (LeDuc et 
al., 2004).

Cd is a toxic element that normally occurs in low 
concentrations in soils, however the concentration can be 
significantly increased by activities such as zinc mining, 
iron foundries and the use of sewage sludge as a fertilizer 
in agriculture (Zhao et al., 2003). Cd may be detoxified 
in plants by a family of sulphur rich peptides termed 
phytochelatins (PCs) that are able to bind Cd and some 
other heavy metals (Cobbett and Goldsbrough, 2002). 
The peptides are structurally related to glutathione and 
contain a varying number (normally 2-5) of glutamate and 
cysteine, linked through the γ-carboxyl group of glutamate. 
Phytochelatin synthase (PCS) has been characterized as a 
specific γ-glutamyl cysteine dipeptidyl transpeptidase (EC 
2.3.2.15) (Vatamaniuk et al., 2004), which carries out the 
conversion of glutathione to PCs, and has been shown to be 
activated by Cd.

Various attempts have been made to increase the 
formation of PCs, by overexpressing genes encoding 
enzymes that could stimulate the synthesis of cysteine and 
glutathione. Cysteine synthase catalyses the last step in the 
assimilation of sulphate into the amino acid. Transgenic 
tobacco plants over-expressing cysteine synthase in the 
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cytosol, had elevated concentrations of PCs, were more 
tolerant to Cd, but did not accumulate the metal in the leaves 
(Harada et al., 2001). In contrast, Dominguez-Solis et al. 
(2004) overexpressed cysteine synthase in the cytosol of A. 
thaliana. One transgenic line was shown to be particularly 
resistant to Cd and to accumulate high concentrations in 
the leaves mainly in the trichomes. Transgenic tobacco 
plants over-expressing cysteine synthase in either the 
cytosol or chloroplasts were more tolerant to metals such 
as Cd, Se and Ni. F1 plants with expression in both the 
cytosol and chloroplast exhibited a higher tolerance than 
the other transgenic lines and accumulated Cd in the shoots 
(Kawashima et al., 2004).

Indian mustard overexpressing the E. coli gshI gene 
encoding γ-glutamylcysteine synthetase (γ-ECS) exhibited 
increased tolerance to Cd and had higher concentrations 
of PCs and γ-GluCys, compared to the wild-type. When 
tested in a hydroponic system, γ-ECS plants grew better and 
accumulated Cd in the shoots (Zhu et al., 1999b). Transgenic 
Indian mustard containing the E. coli gshll gene encoding 
glutathione synthetase (GS) accumulated significantly more 
Cd than the wild type in the shoot and the plants showed 
enhanced tolerance to Cd at both the seedling and mature-
plant stages (Zhu et al., 1999a). Zhu et al. (1999b) concluded 
from the results obtained with the two types of transgenic 
plants, that under normal conditions that γ-ECS limits the 
rate of glutathione and PC synthesis, but that in the presence 
of Cd γ-ECS is activated and that GS becomes rate limiting. 
When grown in contaminated soil, the thiol-overproducing 
transgenic γ-ECS and GS Indian mustard plants showed 
enhanced phytoextraction capacity, yet still produced the 
same shoot biomass as the wild type. As a result, the total 
shoot metal accumulation of the γ-ECS and GS transgenics 
were 1.5-fold higher for Cd, and 1.5- to 2-fold higher for 
Zn. Furthermore, the γ-ECS transgenics accumulated 2.4 to 
3-fold more Cr, Cu, and Pb, relative to the wild type (Bennett 
et al., 2003).

Following the positive results obtained with 
overexpressing the enzymes involved in cysteine and 
glutathione synthesis, it was expected that overexpressing 
PCS would be even more successful, however this did 
not prove to be the case for Cd toxicity. When PCS was 
overexpressed in A. thaliana, the transgenic plants were 
shown to be hypersensitive to Cd and Zn but not to Cu (Lee et 
al., 2003b). In a similar series of experiments, overexpressing 
PCS in A. thaliana, Li et al. (2004) demonstrated that the 
transgenic plants were highly resistant to arsenic (As), 

accumulating 20–100 times more biomass on 250 and 300 
µM arsenate, than the wild type. However again the PCS 
plants were hypersensitive to Cd, despite the fact that they 
contained 2-6 fold higher concentrations of PCs. However, 
transgenic tobacco Nicotiana glauca expressing wheat PCS 
showed a slight increase in tolerance to Cd (Gisbert et al., 
2003). These somewhat surprising results were discussed in 
detail by Li et al. (2004) and they concluded that “much is 
still to be learned about the processing of cadmium in Cd-PC 
peptide complexes”.

Metallothioneins: Metallothioneins (MTs) are low molecular 
mass cysteine rich proteins that were originally isolated as 
Cu, Cd and Zn binding proteins in mammals. There is now 
good evidence that four categories of these proteins occur 
in plants, which are encoded by at least seven genes in A. 
thaliana (Cobbett and Goldsbrough, 2002). A wide range of 
MT genes from various sources have been overexpressed 
in plants, these include human (Misra and Gedamu, 1989), 
mouse (Maiti et al., 1991; Pan et al., 1994), Chinese hamster 
(Hattori et al., 1994) and yeast (Hasegawa et al., 1997; 
Thomas et al., 2003). There was some variation in the range 
of Cd tolerance obtained. Metal uptake and accumulation in 
the shoots was not markedly altered, ranging from 70% less 
to 30% more than the wild type controls.

When a pea (Pisum sativum) MT gene PsMTA was 
expressed in A. thaliana, more Cu (several-fold in some 
plants) accumulated in the roots of transformed than of 
control plants (Evans et al., 1992). Similarly when a type 
2 MT gene, tyMT, cloned from Cattail (Typha latifolia), a 
wetland plant with constitutional tolerance, was introduced 
into A. thaliana, the transgenic plant showed an increased 
tolerance to both Cu2+ and Cd2+ (Zhang et al., 2004). The A. 
thaliana metallothionein proteins AtMT2a and AtMT3 were 
introduced as fluorescent protein-fused forms into the guard 
cells of Vicia faba. The MTs protected guard cell chloroplasts 
from degradation upon exposure to Cd, by reducing the 
presence of reactive oxygen species. It was concluded that 
the Cd stays bound to the MT in the cytoplasm and is not 
sequestered into the vacuole, as occurs when Cd is detoxified 
by PCs (Lee at al., 2004).

Transporters: There has been considerable interest in the 
possibility of manipulating transporters within plants in 
order to achieve different objectives, these include exclusion 
of a toxic metal ion, transporting the metal into the apoplastic 
space and transporting the metal into the vacuole where it 
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would be less likely to exert a toxic effect (Tong et al., 2004). 
In this article we will only cover a little of the extensive work 
that has been carried out.

Lee et al. (2003a) transformed A. thaliana plants with 
the E. coli gene, ZntA, which encodes a Pb(II)/Cd(II)/Zn(II) 
transporter. The ZntA-transgenic plants grew better than the 
wild-type plant in Pb, Cd and Zn -containing medium. The 
shoots of the transgenic plants exhibited decreased Pb and 
Cd contents, whereas transgenic protoplasts showed lower 
accumulation of Cd and faster release of pre-loaded Cd than 
wild-type protoplasts. Lee et al. (2003a) proposed that the 
ZntA-transgenic plants excluded the metal ions at the cellular 
level by pumping them from the plasma membrane to the 
extracellular space.

The overexpression of the AtHMA4 gene, which encodes 
a A. thaliana P-1B-ATPase Zn and Cd transporter, improved 
the growth of both primary and secondary roots in the pres-
ence of toxic concentrations of Zn, Cd and Co. A determina-
tion of metal content demonstrated that the overexpressing 
lines, when exposed to toxic concentrations of Zn or Cd, 
translocated these metals at a greater extent to the shoot, 
compared to the control plants, an important criteria for 
phytoremediation. In contrast, the metal level was found to 
be rather similar in roots, indicating that the metal uptake by 
the roots compensated for the increased metal translocation 
to the shoot (Verret et al., 2004).

The vacuole is generally considered to be the main storage 
site for metals in yeast and plant cells and there is evidence 
that phytochelatin–metal complexes are pumped into the 
vacuole. The best characterized of the known vacuolar 
transporters and channels involved in metal tolerance is 
YCF1 from Saccharomyces cerevisiae. YCF1 is a MgATP-
energized glutathione S-conjugate transporter responsible for 
vacuolar sequestration of compounds after their S-conjugation 
with glutathione. Song et al. (2003) overexpressed the YCF1 
gene in A. thaliana and the YCF1 proteins were found to be 
associated with the tonoplast and the plasma membrane. The 
vacuoles of the YCF1-transgenic plants exhibited a fourfold 
higher rate of glutathione-Cd uptake than those of wild-type 
plants, indicating that expression of YCF1 strongly increases 
Cd transport activity The transgenic plants showed improved 
resistance to both Cd and Pb and elevated metal content, 
characteristics desirable for phytoremediation.

Other transporter proteins that could be of value include:
- the A. thaliana antiporter CAX2 (Hirschi et al., 2000), 
LCT1, a nonspecific transporter for Ca2+, Cd2+, Na+ and K+ 

(Antosiewicz and Hennig, 2004), the Thlaspi caerulescens 

heavy metal ATPase, TcHMA4 (Papoyan and Kochian, 
2004), a novel family of cysteine rich membrane proteins 
that mediate Cd resistance in A. thaliana (Song et al., 2004) 
and AtMRP3, an ABC transporter (Bovet et al., 2005).

It can be seen from the above account of work that has 
been already carried out, that there are a large number of 
possibilities to improve the ability of plants to withstand the 
stresses of high concentrations of toxic metals and also to 
accumulate them. Additional work not mentioned includes 
overexpressing genes encoding: - ACC deaminase (Grichko 
et al., 2000), mercuric ion reductase (Che et al., 2003), 
arsenate reductase (Dhankher et al., 2003), aldose/aldehyde 
reductase (Hegedüs et al., 2004) and enzymes of histidine 
biosynthesis (Wycisk et al., 2004). 

Clearly there may be some opportunity to combine some 
of these genes in fast growing species, but more importantly 
the plants need to be tested under carefully regulated 
environmental conditions.

Natural hyperaccumulators: Natural metal hyperaccumula-
tors plants can accumulate and tolerate greater metal con-
centrations in shoots than those usually found in non-accu-
mulators, without visible symptoms. According to Baker and 
Brooks (1989), the minimum threshold tissue concentrations 
for Co, Cu, Cr, Pb or Ni hyperaccumulators should be 0.1% 
dry weight, while for Zn or Mn the threshold is 1%. Over 
400 hyperaccumulator plants have been reported and include 
members of the Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, 
Cyperaceae, Cunouniaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae, 
Lamiaceae, Poaceae, Violaceae, and Euphobiaceae. The 
Brassicaceae is a very important group when heavy metal 
accumulation is concerned, with several species being able 
to hyperaccumulate more than one metal (Prasad and Freitas, 
2003).

Pistia stratiotes was examined in the presence of several 
distinct heavy metals separately, in order to determine the 
ability of the plant to tolerate and accumulate the metals 
tested and for eventual use for phytoremediation of waste 
water or natural water bodies polluted with these heavy 
metals (Odjegba and Fasidi, 2004). P. stratiotes exhibited 
different patterns of response to Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, 
Ni, Pb and Zn, and although concentrations as high as 5 
mM resulted in distinct levels of growth inhibition and 
biomass production, all the elements accumulated at high 
concentrations mainly in the root system. Furthermore, this 
plant species exhibited the highest tolerance index to Zn and 
the lowest to Hg (Odjegba and Fasidi, 2004).
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Spartina plants have been shown to be 3-fold more tolerant 
to Hg than tobacco plants, due to an ability to absorb organic 
Hg and transform it into an inorganic form (Hg+, Hg2+). The 
inorganic Hg then accumulates in the underground parts of 
the plants and is transferred back to the soil by diffusion 
and permeation, indicating that this species may be used 
in the phytoremediation of a Hg polluted environment 
(Tian et al., 2004). According to Bennicelli et al. (2004), 
the water hyperaccumulator fern Azolla caroliniana Willd. 
(Azollaceae) has the capacity to purify waters polluted by Hg 
and Cr by accumulation of these heavy metals in its tissues.

Helianthus annuus has been shown to concentrate Pb in 
the leaf and stem indicating that it has the prerequisites of a 
hyperaccumulator plant that could be used in the restoration 
of abandoned mines and factories sites contaminated with 
elevated Pb levels in the soil (Boonyapookana et al., 2005). 
In an almost similar manner, Hemidesmus indicus has also 
been shown to be a Pb hyperaccumulating plant species, but 
the heavy metal was mainly accumulated in roots and shoots 
(Chandra et al., 2005), exhibiting a high potential for use in 
the phytoremediation of industrial areas contaminated with 
this metal. The hyperaccumulator Sesbania drummondii 
is a plant species that has been shown to predominantly 
accumulate Pb as lead acetate in roots and leaves, although 
lead sulfate and sulfide have also been detected in leaves, 
whereas lead sulfide was detected in root samples (Sharma 
et al., 2004). These results have indicated that S. drummondii 
is able to biotransform lead nitrate in the nutrient solution to 
lead acetate and sulfate in its tissues and the complexation 
with acetate and sulfate may be a lead detoxification strategy 
in this plant species (Sharma et al., 2004).

Studies related to As accumulation in Lemna gibba have 
demonstrated that this plant species can be a preliminary 
bioindicator for As transfer from substrate to plants, 
indicating its use to monitor the transfer of arsenic from 
lower to higher trophic levels in abandoned mine sites 
(Mkandawire and Dudel, 2005). Moreover, L. gibba can be 
used for As phytoremediation of mine tailing waters because 
of its high accumulation capacity (Mkandawire and Dudel, 
2005). Pteris vittata can hyperaccumulate As from naturally 
contaminated soils, but may be suitable for phytoremediation 
only in the moderately contaminated soils (Caille et al., 
2004). In addition to P. vittata, P. cretica, P. longifolia and 
P. umbrosa are also able to hyperaccumulate As to a similar 
extent (Zhao et al., 2002).

Broadhurst et al. (2004) have development commer-
cially viable phytoremediation/phytomining technologies 

employing Alyssum Ni-hyperaccumulator species, where 
the majority of Ni is stored either in the leaf epidermal cell 
vacuoles, or in the basal portions of the numerous stellate 
trichomes. The metal concentration in the trichome basal 
compartment was the highest ever reported for healthy 
vascular plant tissue, approximately 15-20% dry weight 
(Broadhurst et al., 2004).

Solanum nigrum and Conyza canadensis have not only 
been shown to accumulate high concentration of Cd, but also 
to be tolerant to the combined action of Cd, Pb, Cu and Zn (Wei 
et al., 2004). The hyperaccumulator Thlaspi caerulescens J. 
& C. Presl. has a high Cd-accumulating capability, acquiring 
Cd from the same soil pools as non-accumulating species, by 
very efficient mechanisms (Schwartz et al., 2003). Thus, T. 
caerulescens may be used as a tool to efficiently reduce the 
availability of Cd in soils, providing appropriate populations 
are used (Schwartz et al., 2003). Moreover, Arabis gemmifera 
is a hyperaccumulator of Cd and Zn, with phytoextraction 
capacities almost equal to Thlaspi caerulescens (Kubota and 
Takenaka, 2003) and plants of the mined ecotype of Sedum 
alfredii Hance have a greater ability to tolerate, transport, and 
accumulate Cd, when compared to the non-mined ecotype 
(Xiong et al., 2004).

Al hyperaccumulators have also been described and can 
include mainly woody, perennial taxa from tropical regions. 
These hyperaccumulator plants can take up aluminum in 
their aboveground tissues in quantities above 1000 ppm 0.1 
% dry weight, exceeding those present in the soil or in the 
nonaccumulating plant species growing nearby (Jansen et al., 
2002). These hyperaccumulators are particularly common in 
basal branches of fairly advanced groups such as rosids 
(Myrtales, Malpighiales, Oxalidales) and asterids (Cornales, 
Ericales, Gentianales, Aquifoliales) and in 27 other families, 
Al hyperaccumulation is restricted to subfamilies, tribes, or 
genera (Jansen et al., 2002).

In the case of Se and Mn, Stanleya pinnata is a potentially 
useful species for phytoremediation due to its broad 
adaptation to semi-arid western U. S. soils and environments, 
and its uptake, metabolism and volatilization of Se (Parker 
et al., 2003), whereas an Australian native hyperaccumulator 
of Mn, Austromyrtus bidwillii (Benth.) Burrett (Myrtaceae) 
has been identified (Bidwell et al., 2002). Phytolacca 
acinosa Roxb. (Phytolaccaceae) is a Mn hyperaccumulator 
species which grows rapidly, has substantial biomass, wide 
distribution and a broad ecological amplitude, demonstrating 
its potential for use in the phytoremediation of Mn-
contaminated soils (Xue et al., 2004).
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Understanding the mechanisms of rhizosphere interaction, 
uptake, transport and sequestration of metals in hyperaccu-
mulator plants will lead to designing novel transgenic plants 
with improved remediation traits (Eapen and Souza, 2005). 
Moreover, the selection and testing of multiple hyperaccu-
mulator plants could enhance the rate of phytoremediation, 
making this process a successful one for bioremediation of en-
vironmental contamination (Suresh and Ravishankar, 2004).

Advantages and limitations of phytoremediation: Several 
processes can limit the performance of plants in phytore-
mediation, such as the availability of the toxic metal ions in 
the soil for uptake by plant roots, the rate of uptake of the 
contaminants by plant roots, their translocation from roots 
to shoots and the extent of tolerance, or the rate of chemical 
transformation into less toxic, possibly volatile compounds 
(Prasad, 2003) (Table 2).

Although the use of transgenic plants as phytoremediators 
is showing increasing potential for soils contaminated with 
toxic metals, possible risks should be considered, including 
the uncontrolled spread of the transgenic plants due to 
interbreeding with populations of wild relatives. Moreover, 
the transformation of metals into forms more bioavailable 
could increase the exposure of wildlife and humans to 
metals. However, the risk of metal accumulation in plant 

shoots that can be ingested by the wildlife, can be minimized 
by the reduction of the growth period and thus exposure of 
the transgenic plants. Furthermore, it is important that in the 
case of harvesting crop plants normally used to feed livestock 
and humans, the translocation of the toxic elements to the 
seeds is avoided at all costs.

Full utilization of plant resources after they have been 
used for phytoremediation is an unsolved problem. Therefore 
the testing of the plants used in phytoremediation is necessary 
and may support their continuous use in contaminated 
soils. For instance, Elsholtzia argyi flowers are used as 
fragrances and antiseptics due to the perfume ingredient and 
antibacterial components existing in their essential oils, and 
the analysis of these plants in Pb/Zn mined area, where they 
normally occur revealed that they can be safely exploited 
(Peng and Yang, 2005).

While phytoremediation processes hold a great 
promise as a way to remediate contaminated soils, there 
are disadvantages and limitations that must be carefully 
considered.

CONCLUDING REMARKS AND OUTLOOK
 It is evident that phytoremediation has benefits to 
restore balance to a stressed environment, but it is important 
to proceed with caution. The study and use of genetic 

Table 2. Advantages and limitations of some of the sub-processes of phytoremediation (Prasad 2004b).

Advantage Limitation

Phytoextraction

The plant must be able to produce abundant biomass in short 
time. E.g. in green house experiments, gold was harvested from 
plants (Anderson et al., 1998).

Metal hyperaccumulators are generally slow-growing and bio-
productivity is rather small and shallow root systems. Phytomass after 
process must be disposed off properly.

Phytostabilization

It circumvents the removal of soil, low cost and is less disruptive 
and enhances ecosystem restoration/re-vegetation.

Often require extensive fertilization or soil modification using 
amendments, long-term maintenance is needed to prevent leaching.

Phytovolatilization

Contaminant/Pollutant will be transformed in to less-toxic forms. 
E.g. elemental mercury and dimethyl selenite gas. Atmospheric 
processes such as photochemical degradation for rapid 
decontamination/transformation.

The contaminant or a hazardous metabolite might accumulate in 
vegetation and be passed on in later products such as fruit or lumber. 
Low levels of metabolites have been found in plant tissue.

Phytofiltration/rhizofiltration

It can be either in situ (floating rafts on ponds) or ex situ (an 
engineered tank system); terrestrial or aquatic.

pH of the medium to be monitored continually for optimizing uptake 
of metals; chemical speciation and interactions of all species in the 
influent need be understood; functions like a bioreactor and intensive 
maintenance is needed.
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modifications must be performed in order to determine the 
true costs and benefits of this technology to the ecosystem 
as a whole, before is to be applied to a larger scale. Progress 
in the field of molecular genetics, will allow the analysis 
of metal hyperaccumulator plants and should provide 
new insights into metabolic detoxification processes and 
identify tolerance genes, thus providing considerable more 
information about the genomes of these model organisms.

Advances in other methods involving analysis of 
“omics” technologies could further reveal the non-targeted 
identification of all gene products in a specific biological 
sample, which could be followed by a refined analysis of 
quantitative dynamics in biological systems. The genomics 
can accelerate the discovery of genes that confer key traits, 
allowing their modification. In addition, metabolomics 
can provide biochemical and physiological knowledge 
about network organization in plants subject to toxic metal 
stress, providing a much more details understanding of the 
molecular basis of hyper-accumulation.

Approaches allowing recombination hotspots to be 
highlighted will further aid plant breeding efforts. Many 
signalling pathways and proteins can contribute to the 
cellular stress response, and the identification of the key 
ones within the stress response network is essential. The 
development of DNA and RNA microarray chip technologies 
in systematic genome mapping, sequencing, functioning and 
experimentation may allow the identification and genotyping 
of mutations and polymorphisms, allowing better insight into 
structure-function interaction of genome complexity under 
toxic metal stress. Moreover, Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) pathways are activated in response to metal 
stress, which encourages new strategies for improving plant 
tolerance to heavy metals and phytoremediation.

Molecular genetics approaches such as insertion 
mutagenesis involving populations of T-DNA, can be used to 
identify genes involved in hyper-accumulation or transposon 
tagged plants screened to identify mutants impaired in the 
ability to accumulate metals (Pollard et al., 2002). Recently, 
considerable progress has been made in identifying plant 
genes encoding metal ion transporters with important 
functions in cation transport and homeostasis (Papoyan 
and Kochian, 2004; Weber et al., 2004). Modern molecular 
techniques, bioinformatics and computational techniques 
are effective tools for detailed structure-function genome 
analysis. It is clear that both fundamental and applied 
research must be carried out in association, since the lack of 
the basic understanding will make it difficult to exploit many 

of the recent advances in plant molecular biology.
Phytoremediation technology is still in its early 

development stages and full scale applications are still 
limited. The results already obtained have indicated that 
the plants are effective and could be used in toxic metal 
remediation. Although it appears to be common sense 
among scientists, engineers, and regulators about the more 
widespread future use of this technique, it is important that 
public awareness about this technology is considered and 
clear and precise information is made available to the general 
public to enhance its acceptability as a global sustainable 
technology to be widely used.

As this article was being completed, we were made aware 
of a review by Pilon-Smits (2005) that had become available 
and we recommend it to those with a serious interest in 
phytoremediation.
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Response ofCrotalaria jUllcea to niekel-exposure

Pa~ia. Fe~ Ca~\ A,Jeja»d,ro,~rto. Toro~~R,ui ~rtQ, Gomes~uuiQr~ Leonardo,

~r.a,Medid~~ Priscila,LupiDGGr.aWl andRk"oo<.ADtmIe&ÁZeYed«l'.

I Departamento de. G~mética. e .Evolução, Universidade. Estadual de. Campinas, CEP 13()83~970,

Campinas, SP. Brasil; Z Departamento. de. Genética; Escola. Superior. de. Agricultura. Luiz-de

Queiroz, Universidade. de São Paulo; CEP 13418'-90fJ, Piraâcoha, Sp. Brasil,- 3Departamento de

Ciências Fisiológicas; UntversidadeFederal Rural do Rio de.Janeiro; CEP2389fJ-OOO; Seropédiw;

lU; BrasiL *-Cmrespanding,author~ raazeved@esalq:usp.br

The response ofCrot(J/ar.i(Jjunc;ea ~lings to Nicke! (Ni) w<iSinvestig~~e4. Ni w~ shown to

açcummat~ in. th~ .t:OQts.ys.U;Jn,.but nQt. in the shoots.. Catalase (CAT,. EC Lll..L6) an4 glUú1tbiQne

reduÇtaS~(GR"EC I.6.42}resPQns~ .toNi were simiIar~Increasesin.CATandGR activities.inthe

shoots.suggeststhat these enzymes.playa.fole inthe detoxificatiOD.pro~ possi~lyby sçavenging

the. reactive. oxy,gen..species- (ROS) produced by the..induced Ni stres-s. It was also..evident ano

increase. Ín.lipid pero-xidation.Ín.theshoots .during..theperiod. studied. Ni did no! causeany .changes

in the accumulationoftotal ~aminoacids-content.

Key words: amino acids,antio.xidantenzymes,heavymetals,nickel;reactiveo.xygenspecies~

R~~~. cJ:~.Ç~~!~!:~.i~~~t!:a.. ~, ~~~~,~, Níg~~I;, A r~f;~. 4e. pl~M~ de. Crot(ll~kl-

juncea ao.níquel(Ni) foram investigadas..O Ni acumulou_nosistemaradicular,.mas nãü nas partes

~~ As.~,da,cataI~ (CAT,EC 1.11.1.6}eda.g]utationa.red~ (G~ EC 1.6.4)'2)ao.Nj

foram.similares.O.aumento,da.ativ.idadedessas enzimasna.parte aérea.dasplântulasde C.juncea,

sugere que. estas enzim.as tem. um. papel na. destoxificação, de, espécies ativas de. oxigênio, (ROS)

produzidasJ?cloestresse-induzidopor-Ni. Foi tambémevidenteo aumentona peroxidaçãolipídica

na ~ aérea durante O.tratamento. O.Ni não alterou o-padrãodeacúmulo deaminoácidos livres.

Palavras-chave: aminoácidos, enzimas antio.xidantes, espécies reativas de o.xigênio., metais

~s~~Cl~1:
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R,unni"g tiU~:Oxiqauye s~sby ni~el

INTRODUCTION

In the majority of natural environments the concentration of heavy metaIs in the soi! is low

and does nol nonnally causeany significantphytQtoxiceffects(Gratãoet aI., 2005). The-increasing.

contaminationand subsequentaccumulationof heavymetaisin the soildue to human activitiessuch

as mining, fertilizers and' sewage waste (Dudka and Miller, 1999), may have serious consequences

for agriculture since the concentration of heavy II1etalsII1ayreach higi11evels in the soil and become

a lÜI1iting fa~t1)r for n1)rIIlalplaIlígr()wth(Yõgeli"-LaIlge aIl4 WagIl~r, 1996),.

The etrectofh~vy met;iJ.ss\lCh3$.mercUfY(Hg), lea4 (Pb), ca4miwn(Cd)anq th~ s~mi~

m~tal arstmic (As) are recognized as health. hazar.dous due to, their severe damaging effect to. the

environment (Berglund et al., 1984). Moreover, the presence of some metais, Iike copper (Cu), zinc

(Zn) and Cd in soils are becoming. a serious worldwide problem as a. consequence of industrial

activity,sllce tOOaccumulationof thesemetalsisabletocausesignificant reductionincrop yields

(Wang et al., 2003). For example, the substitution of Mg2+in ch1orophyUin vivQhy Cu has a

damagingeffect leadingto the inhibitionof photosynthesis(Küpperet aI., 2003} Selenimn(Se) is

cheIIlicaily ~l~ted to Sulfl1\JT.(S) with. tI1~~ty of ~~s itlvolved'.itl. S ~~~bolis~. beitlg

sjm.ilm.:for: ~. ap4 ~s,. íb~. ~. aí high. con.~entr.ati1):QSmaybt(c.om~ ti)xj~ 4Qe.ti) .i~ .in(X)~ti1)n.. int().

S~n.~ín.IDg mpl~ul~, in.JY<!11Ícul!U'.que tQ..íbe specific rq>lliCement aí cysteine by. S~c)'$teine

complcx (Sumi, 2002).

Nickel (Ni). has perhaps one. essential role in, plants, which. is to. form, the.active

metallocenter. of hexameric. enzyme. urease. (EC 3.5.1.5.), (Gerendas et al., 1999). This. enzy:m.eis

mainly found.in.plantseeds, wlth.twoNi.ionsbeing.linked.to each.ureasesubunit.(Gerendaset.at,

1999). Ni is not toxic at low concentrations,however, it becomes toxic at. high concentrations

(poulik, 1997)~Ni pollution in soils and' waterways occurs mainly as a result of effluents from
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II1ÍI1iI1g,sl1leltÍ!lg atid',electrophitÍ1lg ÍI1d\1Stri~ artd froIIl, se\Vage sl\1<ige,artd' COl1lpost ~~, atid'

Kovnatsky, 199~),

Ni is rapidlytaken,up,by the plant rpot sy~m. and,researçhwith,diffe~nt plant sp~ieshas

shown,thatNiis able to.inhibitaJarge numberofplantenzymes suchas thQseofthe Calvin.cycle

and chlorophyll biosynthesis (van Assche, and Clijsters, 1990). Ni is also able' to inhibit those

enzymes related nitrogen, metabolism, (Boussama, et aL, 1999a, 1999b). and sulphate .assimilation.

(Lee and Leuste~ 1999). Recentreports on theeffects ofNi inthephotosynthetic assimilationof

CO2 have indicate(hhatthe enzymes ofthe Calvin cycle and RUBISCO'are particularly sensitive to

Ni (van Asscher and Clisters, 1990)~

The exposure to heavy metaIs and otiler adverse environnIentaI (áctors can WSnlpt the

cellular h()IIleostasi$and enhance th~ prQd\1cti()nof sev~ a~tiyat~ oxygen species, designattXl as

reactiv~oxygen.species (ROS), such as superoxide.(02--),hydroxyl radicais.(OH), oxygen.singlet

(O21)and.hydrogenperoxide(H202);thatare continuouslyproduced in thep1antmetabolism (Foyer

and Noctor, 2003). ROS are involved in lipid peroxidation, cause DNA breakage, inactivate

enzymes and lead to chlorophyll breakdown (Somashekaraiah et al., 1992; Stroinski and

KozIowska, 1999)~

I>lan.tspossess vety eftici~nt eI1ZYIIlati~artdn()J}:-eI1ZYIIlati~arlti()xi4ant d~~nse syst~l1lS tbat.

allow th~ sçayenging.of RQS.ami prpt~ti()ll Qfplant ~ells,fu>m.oxitiauye d<unage(Or;i~o.et al.,

2005). Due to, the different cell metabQlicprocesses.that naturaUy produce RQS, including

photo~ynthesis,photorespiration, fatty acid.oxidation.and. senesçence, plants have deyelope.da

seriesof detoxificationreactions,which.arelocated.in .distinctcel}'organelles wherethe .activityof

en.zynres involv~. in the.dismutatiot}of ROS such as. cata1ase (CAT); glutathionereductase(GR)

and superoxide dismutase (SOD); take place (Gratão et al., 2005).

H2Chcan be directlYmetabolized'by peroxi<bises,.~icularly those.ftom the,ceUwall and

by CA'f' ÍIl.~ ~roxis,~1Ile(Azevedo~t.at,. 199~;Poli(j()r()s~(t ~~t\li()s, 1999)~~ ~

çhJ()fOpl~t, 02' i~, çon.Yert~(f by SPP. intQ .H:Pz, wt»~h. is. tbe~. d~()x~fi~: tQ.H:zQ, ~,Qz by. tb~.
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gllltatbion~ascort>ate cycle7 which. involves tile 8:cti°Il.of sever~t e~, Ú1cl11dit1gGR.(F.°YeI".et.

al., 2003),

Seve~l stutlieshaY~b~n carried out with plants tp .ev.aluate the effect of heayy m~ls on

the activityof antioxidantenzymes such.as SOD,CAI and GR (GratãQ.et al., 2005). For instance,

Cd has been shownto inducesignificamchanges in enzyme.activities,particularlya dramatk effect

on GR activity (Vitória et al., 2001; Pereira et al., 2002), suggesting that Cd-induced ROS.are

metaboli~.:l probably via the glutathione.,.ascorbate.cy.cle. Although more limited, information is

available for Ni when compared to Cd, the reports presented some contradictions. For instance, in

maize Ni. induced melDbrane lipid peroxidatio~. and stimulated SOI? activity (Baccouch, et at,.

200 1), however', ií1hibition ofSOP. actiyity Wasobserv~ Úl.l'ootSofBetula pemJu{a expose<{.to Ni

(Korich~aetal., 1997).InAgropyr()llrepef1!Jpl~ts tol~ttoNithe açtiyjty. ofCAr. wasshown.

to. be marked1yhigh (Brej, 1998). Ni did.not significantlyaffect GR.activity in.BetulaperuJula

(Koricheva et al., 1997) and maize 1'0015exposed to this metal (Baccouch et al., 2001). Howeyer,

plants of the genus A/yssum exhibited an elevated GR activity in response to. Ni treatment

(Schickler and. Caspi, 1999). In general; theantioxidativeenzyme Iesponseshavebeenshown .to

vary according to the species, tissue analy~ concentration and. exposure time of the. metais

(Hegedus et al~,2001). Moreover, a group of plants designated as hyperaccumulators can grow in

soils containin~ heayy IIletals an~. are a~le to tIcu1s1ocatethese heavy IIletaIs ftoIll. roots to ~ts

where it.is accUIl1\llate<i,{~IIliI1a$'u.1.artd'~ 2002),.

The pr,es~t. stu4y ~ ~. canied out. to. eXCitUinethe eff~ ()f Nj on. the ~tiyity of

antioxiQant.enzymes,in. the legume plant species,C.jurwea wb.ic.hisus~. asa. compQst(green.

fertilizer).

MATERIAL AND.METHODS.

Pkuúmaterial: Seeds of C.juncea kindly donated by the Production Seed Bank located in Tupi

Paulista, SP; were germinated on moistened germinating paper in a growth chamber under

çOIl~lJM en~~~ coIl(fiP~I1S(~~~()% .~I~y~ n\llIli4ity~27-:3()oÇt~~~~ at14.a.l()z~.n.
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pIlot<>peri<K!. ato 3"~'()'~IIl()1 tn~2 sal irra4ianc~ fQf. 'f d~. At. ~. ~I}(t Qf .thiS. peri~ - s~ings Qf'

approXÚ11!l~Y th~ SaJ11~S~ W~ seI~~. ~<i- tn\nSfe~ t() . 1..7.L pots contaÍI1Í11gHQagI8AcI's

nutrient s91utiQn (Hoagland andoAm()Il. 1953). and maintained. in. a. hydroponic syste.m. in a.

glasshouse (16/8 h photoperiod at 25,,32°C). After an- extra. 7 d growth. period under these

conditions,the Hoagland solution was replaced with a new solution containing different NiCh

concentrations (OmmoIL-1, 0.05 mmol.L-1 and 0.5 mmoIL-1). After periods of 12, 24, 48~ 72 and

96 hofgrowth Últlle ~ ofNi, s,eedlir1gswe~ con~ed, washed llldistilled-<ieionized water
. . . - .. . .' -.. _. ... - . . . . -. . .. . . . -- ...

an4 st(>fedfrozenat -80°C for.further analysis.

The experiment'sdesign was therandomized complete.block with treatments.arranged.as.

individual pots, with ten. plants per plot, each replicated 3. times. Data were ana1yzed with.

élp})ropriatestatistical. analySe8.(test for. polynomial. regression fordosage, effect). The. data. was

transformed according to appropriate equations, with the objective of stabilizing the variances and

to better show the diffe~s.amo~~_treattneJ:lts:

Total Free Amino At:i4.~Th~ t()tal ~ amin(>.~i<i cont~nt (>fsh(>(>ts~<i rQQtsW8:S.d~nnine4 as

describedbyAzevedo.etal. (2003).

Metal Analysis: Quantitative.ana1yticalmethodologywas carried out for root.andoshoot samples

from seedlings of C. jtmcea- exposed to O-mmol.L.1 and 0-.5 mmol.L.1 NlCh using- the- etlerg,'Y

disperse X-Ray fluorescence withthe.radioisotopic-excitation technique. aí the .Center for Nuclear .

Energyfi Agriculture,CENAlUSPand analyzedas descriheby NascimentoFilho (1999).

~"o/"'E?Extr,aç,nC>1);.~~e~ti~~.l'Q($ .~.s~ .(>fç: jlDlfe.a.s~gsY(~.~.

out at. 4°C. Frozen. plant tis~1Jes,~ ground to,a. fin~ pQw4er in.liquid. nitrQgen. in. a.pest.l~ and

mortar.and.extracted.aía.ratio.1:J(w/v).fi:esh.weight.toextraction.buffer-flOO.mmol.rl potassium.

phosphatebuffer(pH-7.5)-containine.l mmoLL-1ethyleneàiaminetetraacetate{EDTA13m,m,QLL-1

dithiothreitol(DTI) and-4% (wlv):insolublepolyvinypolypyrrolidone (pVPP)]~The homogenate
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Was çe.ntriÍt1g~ iI110,ooo gn fQ! 3(J II1iI1at4°Ç, k>!~()ve,c~114~o/is. ne,s~ma~t Was k~

stQre€lin sq>ara~ aliquotsat -~QoCtobe, us~d,for CAT andGR analys~,

Protein,dete171tination.:The proteinconcentrationforall samples was dete~by the method,of

Bradford (1976}using bovine serum albumin as a standard.

Enzyme assays: CAT activity was determined. in a.spe.ctrophotometer as described. by Az~ved.o ~t al.,

(199~).Th~assaYWascanied,out at.25°C ina~c,tionm~ containing 1.mL of lOOmmol.L-1

potassiumphosphatebuffer (pH 7.5) with 25.~ H202 (30% solution). The reaction was initiatedby

the addition of' 25 f.1l:"plant, enzyIl1e sai11ple aIld tl1e ~ctivity detel1IlÍl1ed, by Il1onitOl'Íllg"tl1e

degraqationofH202 at.24().nmforaperio.dof 1.min.at.l sint~rvals. CAI activity was exp~sed,in

fJ.D101.min~1.mg~[prot.

GR activity was detennined in a spectrophotometeras describedby Azevedo et aI. (1998)~

Enzyllle activity was meas~" at, 30°C Íll. a; reaction. II1ixture.~istiIlg .of 1. ~ .100 lIlfiloLL --l

potass1um phosphate buffer (pH 7.5} containing 1 mmo1.L-1 5,S'-dithio-bis 2-mtrobenzoic acid

(DINB), 1 mmolL -1 oxidized glutatbione (GSSG) and 0.1 mmolL-1 nicotinamide-adenine

dinucleotidephosphate(NADPH). The reactionwas initiatedby the additionof50,~ plantenzyme

sample to the assay nllxture. The rate of reduction GSSG was followed by monitoring the

iI1creasillg a})sori>8Il~ at412 IlIIl.for I II1iI1,at1.siI1tervaIs. GRactivity Was expresse<IiIlJ.~()I,II1iI1-

l.mg-l pI'Qt.

Lipid,perQxid4!iQn:Lipid.peroxidation,in, C. juncea shoots was determined,by. estimating the

malQt1À,ialdeby:de,(MDA) content, following the, metbod, ofHeath, andoPacker, (1968) sligbtly,

modified~Fresh material ({}3 g) was macerated' in 1.3 mL of O~1% trichloroacetic acid' (TCA)~ The

homo~~ate, Was centrifug~, ~ 10,000,gl!for 5 minoFôr every O~5-mL of S!l~tapt, 2 mL of a

20% TCA solution containing ,05% thiobarbituric acid' (TBA )" was added: The mixture was heated. " ,","'" '" """H"", ';, " """""""""'.,"";',' . o,' "",' """",:', "",H" """","',,' "'.:"i"

a,t,95°Ç for 3QtpiI1,amitb~,COÇ>I~,qm~Iqy, oU,i~e,b~, Th~,~u.JtiI1g mi~ vr~ce~trif4g~at
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l(),OOOgn for 1: ~,aI14: tIi~. 8:b.sorl?~,w~ IIl~ure<i at. 53~ m.td 6(}()IW1~M~ureJIle~ts W~.

ço~,for. ~pecifiç tmQimtyby ~btpcting ~ abso~~ at6OQ.nm. lhe con.~n~uoll,of

~Awas ca1culatt}d.usinganJ:~xtin~on,CQeffici~ntQfl55~1cm-:-l.

RESULTS,AND.DISCUSSION

The inereased,contaminationand subsequent.aceumulation.ofheavy metaIsinthe soil may

hJlve serious consequences.foragrieulture, since,the,concentration ofheavymetals canreachhigh

IeveIsin the soUand becomea Iimitingfactor for nonnal pIantgrowth(Jarup, 2003);SomemetaIs

can reduce crop yields, aIld 8;dv~ly 8;ffect so~l bioII1ass,8J.1dferti~ity. The!;e probleIlls ar~

exacerbat~ because heavy IIl~~al$are str()ngly r~tam~(t ip. tlie s~il; ,witillittle lea~hit1g ~'may

remam m the soil for thousands,of years,(Selim and Kingery,2003). The effect of heavy metais m

plants. has.b~en iny~i~d in s()m~ detail. consi~ering. s~vc:mdasp~ts Qf the cellular, metabolism,

such ~ chlorophyllbiosynthesis(vanAssche anclClijsters,1990),nitrQgen,metabolism(BQussama,

et al., 1999a,b; Kumar and,Dubey~ 1999), antioxidant.responses (pereira,etal., 2002),and,sulphate

assimilation(Lee and LeusteJe,1999).However;studiesrelated to the effect ofNj in C.juncea-are

still unknown.

Ni accumu.l(lt~on.:Us4Ig,X:-l1iYal>sorptio~,s~tro~py we h~vedeteI1llit1eci.~ ~td.atioIl ofNi.

ip.~ts aIl<tshi)()tsof.C:jlmceaaff~gr<>~ip.O5~I~L-1 foraperi(}(fo(up t() 96h{ij'~I), It,

was verified that Ni entered the roots-vary rapidly with approximately 100% of the Ni being taken

up within the first.24 h,of grp~, in.the,~~~ of the. metal, hQ~ver, little.was transtocateQ,to.

the upper parts of the. plants. In. an, ea.rli~, report, the" total, concet;ltration.of NL in Trigonella,

comiculata.tissues increased,consistentlywith,increasingNi-concentrations,applied,to ,theroots,

with the'metal accumulating:in muro higber'amounts'when comparedto' the'shoots,(Parida et ai.,

2003). Similarbehavior has also been reported'for the heavy metal'Cd; which can also rapidlyand

mainlyaccumulatein the roots, with littlebeing translocatedto the otherparts of the plants (Vitória

~. at, 200 l)~ StiCh a re~tl~8:5 ,ais<>been reporte<i'.f()f, C. j~~ea ~ereiIci ,et,al~' 2002)~ F:urt.I1erJIlore?
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atIl°ng tI1esevera! distit1çt.proposed.IIl~haJ:llslIls for heayY lIle~. t()lera~1Ce~il1.the.c~e.ofAlyss~

bert(}loniihairy n>ots, the tplerançe tp Niappears tP.be.~la~tP th~ at,ility tp .withsu.ut<itheeffects

Qf plasma m~mbrane d~Qlarisation (BoQminathan andoDQran, 2003). In. additi()n, Prasad. and

Freitas (2()()() have stated that diff~r~nt parts Qf plants have diffe.re.ntadsQrption abilities due to

localization of specific ligands that have affmity to bind toa. particular metal. Wang. et alo (2003).

studying.riceplants.which.weregrown.to maturity inpaddy soilscontaminated.withheavy metais

observedthat the metais could be translocatedto the.ricegrain, wj.ththetotal metal content being

highly concentrated in the rice biomass, which does not appears to be the case ofNi in C. juncea.

Ni effect on antioxidative enzyntes: PreviOus shidies have stated tl1a~Ni call1lOtgenerate ROS

dir.ectly, however, thís metal could indirectly trigger oxídative s~s. by ~ctíY(ltion of prpteÍI1S,

includíng antioxidant ~m~(Boominathanand.Doran, 2002). Bíochemicalanalyses Qf CAI ando

GR enzymes were carried out in. roots and shoots of C. juncea exPQsedto different NiCh

concentrntions(Ommol.L-r, 0.05 mmolL-r and OS mmol.L-r)to explore the possibility of the

induction of these enzymes by Ni, which may eventually be involved in the metal tolerance

mechanismin this plantspecies.

CAT activity in the roots was signíficantly affected by time of exposure and NiCh

concentration.(prob'>F'=O;0042and'prob.>F=();l90)~ NiCb concentrations between .OlIlIl1oLL-tand

9~O5IIlIIlOU;,-1di<{-not ÍIldlice si~fj~8Ilt. alt~ti()IlS .ÍIlCAJ: activity dIJ1'ÍI1g$e. tim~ of e.xPOs~ t()

this 11l~. (figure 2A), Wh~. the Q5. mIJ1()I,L-1NjÇ}z. data. ~ conçern~, CA:f açtivity in. roo.ts

YRried sJgnifit;antly with. the time. length. of the. ~tmtmt, adjust.ing tQ.a quadratic re~~iQn.

(prob.>F=O.04. R~l.). Theseresults are .in.agree.IIl~t with.Phasc()lus, vulgaris, whichw~re .grQW11

in the presence.ofCd, leading,to.a.declinein.CAT activity (Somashekaraiah.eta1.. 1.992).The lack.

of any major.significantalteration inCAT activityin.the Iootsof C.junceaJollowing.treatment

with NiCh}s similar to the results reported.for the roots of this plantspecies when treated with

CdCh(pereira et al.,2002);
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The IIlajor fiJnctionof CA'f ~ leaYes is to IIlet:a{)oIizetlle H2Ü2 Iit,era~ed:mtl1e.~xisoIIles

d~ pbot~piratio~fonowmg th~ coqy~~ioqofglYcon~ to gly()xylaw (Azevedo etaJ., 1998),

Another class Qf CAI is lQcat~d in.vasc.ular tissu~ ,andomay be. also..invQlved.in. the prpte.ctiQn.

against envirQnme:ntal.stress (Willekens et al., 1.995). The results shQwed.that. CAI activity in.

shoots (figure 2B) was significantly affected. by both, time of exposure and NiCh concentration

(prob.>F=O.0002aIld prob.>F=O.0293,respectively).A significant interaction.between.time of

eXposure and NiClz-concentration effect was. verified, (prob.>F=O.OO7).Furthermore, forthe 0.05

mm.oL-1.NiCh concentrati.on, significant alterati.ons were observed fitting a cubic regressi.on

(pt:Qb..>F=Q.QlQ,. R?=Q;99),. wl1er.eas. fQt Q..5 mmo.L:"1 NiCb a quadratic regre.ssion. (R?=O.82;

prob.>~=O~OO7)w~ veritied;

The t:eSponseof CAl: açtivity to AJ.~ als{)~q sn{)wq.to ~ depeqcient ()Il the plant

species anq tissue:s ana1yzed (Cakmak andoHQrst, 1.991).FQr.instance, in s{)yb~ seedlings CAT

activitywas shown.tobe decreasedin.respanse ta AI.applied.stress (Cakmak and.Harst, 1991.).In

another study, the activity of CAT inyoung.wheat.leaves was.impaired.by an.increase inCr. supply

(Milone et al.~2003). Similar. resultsinmaizeshowed. that there was anevident increase inCAT

activity in response to Ni treatment(Baccouchetal~ 2001). Theincreasein CAT activity in shoots

.ofseedlings .of C. juncea support the hypothesis that Ni may induce the producti.on .of H2O2in the

peroxisollle' which .is.tI1en.Ul~taboliz~by CA T~.

GR ean be located' in the ehloroplasts,. eytoplàsm and mitochondria oIhigher plants. and iS.

Ín.yolYed.in..tbf:b~4owq.ofH2Q2via.th~ ~(X)~~gJutathiOq~ cy~le(~~ve:cto et. al., 1998).ln.

tbis wor:I4 the ~furity QfOR. wasdetermined. in.I'QQts.and. sJ;1OQts.af C. jU1ZP.ea.~lings .treate4.with.

NiCh. s.imilarly to.CAT, change~ in.GR activity w~r;e.obser;ve4.inIe~nse ~ .the..~"j.indue.ed.stress

in C. juncea.sef".d1ings(figure 3), particularly in.theshoots. In.roots, GR,activity. is drastically

reduced in. the control plantsduring: the .first 12.h of growth .(figure 3A). A significant. effect f.oT...

both, time .ofexposure and NiCh. concentration (prob.>F=6.m, and prob.>F=6.0004~ respectlvely1

as weU a significant interacti.on between these fact.ors (pr.ob.>F=o.OO2)have been observed.

F~~~ q~. ~yi~ ~. th~ Q~()5.~~U:, -l N~h ~~t Wa.s.S~Wl1.t~ be.s~gn,.~~~tly
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decreased:with~ statisticlildataadjtJSting to aquacJra~c r~~sion(prob.>F=O;0025;Rt=L()Q).. 111.

th~ 05 tnll1pl.L-1NiC}zcon~entratio~ seedli11gsWere signifi~ant1y affect~.by. th~ conçetltrati()l1of

NiCh with.thedataadjustingt()aJinearre~si()n(prob.>E=O.OOOO2,R~.88). The ~ults sugg~t

the Ni concentratiQnstested.mayhavehaclan.inhibitoryeffect anGR activity.Alieta1. (2002).have

reported similar results, showing.significantdecreasein GR activity in.response tomercury (Hg).

stress, particularly in.the.roots.Theseresultsmay beexplained.by thecompetitionofthese metals

with other divalent cations such as Fe.and Zn, which have.a rolein the .synthesisofGR(van Assche.

andClijsters, 1990). Furthermore, the reduction in GRactivity in combination to the increased'CAT

activity may suggest that the latter enzyIIle may have a ~ore imPOrtant role in the detoxification

mechanism. Ítl.C juncea roots. .

GR a~tjyity m. the shoots Wereonly aff~~ by th~ tim~ of ~tIn~nt with. significant

alter:ations being detected (prob.>F=O.O29),but was n01 significantly affected by NiCh

concentration.(prob.>F=.o.63).A differentpatternwas observ.edinA/ysswnexposedto Ni, sinceGR.

activity was shown to. increase in the Ni treatment when compared to the controI, suggesting that

GR activity can beinvolved in the Ni tolerance mechanism.(Schicklerand Caspi, 1999). Similar.

increases in GR activity were also observed in Phaseo/us vulgaris grown. in the. presence .of Cu,

which maintainedthe redox status ofthe ascorbate and'glutathione pools (Chaoui etaL, 1991). In C.

junceapl8ritssubII1itted to Cd exposure' the activity of GR wasÍllcreased by ~fold in the leaves

when cOIIlPared t() ~ UIl~ated cOIltr()I.(rereUci et aI" 2002),. Sti<;h.atl. U1~e U1.0R. actiVity

Stlggesí$~t GR is piaymg a. r.ole m. th~ d~oxifiçati()n,of Ni~m<i1J~ed.RQS.possibly via. th~.

glutathion~ascorbatecycle.

The majority of the.studie~determiningthe.res.ponseof GR to .met,a}.~osure ,haveshown

that GR activity increases as part of the defense.against.the .metal~inducedstress, an alteration.

which has often been metal. dosedependentand variable ,over time (Gratãoet a1.~2005). GSH-is

considered'essential in plantcells, although some plants contain tripeptide homologs of GSH; in

whic;h tl1~c~xy ~1'D1in~.glycÍt1~is replcwed.t?y.otl1~r-aIIIiI1o~ids, such.as hofi.1()~\l~One 6':-

glutaro.ylcysteinylalapine),hydroxymethylgluta1hione(y-glutm;nylcysteinylserine),that may partly
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r
or tPtaIly replac~ GSH. (Creissen. et. aI., 1994). Another GSH. homolo~e, 1""

glutamylcysteinylglutamate; was discovered in maiz-e-seedlings e-xposedto Cd (Prasad, 1991}.The-

oxidized forms of GSH.homologues ,canbe ,reduced.by yeast glutathione reductase (GR), suggesting

similarphysiolo~ca1and.biochemicalroles to the more wide$preadGSH(NoctorandFoyer, 1998).

Sucha result suggeststhat this enzyme is respondingto metal stress by maintainingglutathionein

the reduced forro prior to incorporation into phytochelatins (pcs), and/or via the activation of the

~rbate-glutathione cycle fortl1e relIloval°fH~Ü:! (GlCitãoetaL, 2005)~This information appears

to be aIso vaIid to CA'f aIld o1f1eraIltioxi<ian.tenzyII1es,siÍlce tl1e responses vary accontiÍlg to tl1e

JJl~tal, PlaI1t.species, con~entr;:itionof th~ metal and ~venplaI1t. tiSS1J~.

Ni effect on free amirwacids; The.effect of Ni on.thepool of total fre~amino acids was recently

investigatedin AlyssUJn,(Briat andoLebrun, 1999). The,results showed that aminoacids an their. .

derivatives a1so pIay an important. role in plant metal homeostasis ,and when thesesystemsare

overloaded;oxidativestress defense mechanismsare activate<iFor example,Cu exposureaffected

water flux and ion transportin rice seedlingsand an excessof Cu led to a larg.ereductionin proline

content andIl1alfunction.ofthe eu tr'aI1sport.barrierÚlrice roots.(ehen.et,al~, 2004)~

III ord~r tp,~tt~r UIl({~~~i th~ bi9CI)~IIli~aI'.respoIlses ofÇ; jU1l.c.eatp Ni~ ~ amitl~ aci4.

amllysiswa$ ((an'iedput.in 1'()()tsanq.sU()Otsof C.j~(?a. s~lings. It ~ .obs~eQ in.rpots that

NiClz caused a. decrease in. the total. free aminQ. acjds content, but only after. 96. h. of treatment:.

whereas the control varied little,(Table,1.).In.shoots, the.total fre~:.aminoacid.pool was relatively

constant in.the Ni treatment,althougb.slight1y.lower when.compared.tothe .contrQ!,up to 48.hof

treatment,but wÍthasignificantincrease,after,96 h oftreatm,ent.{Tablel).Based.ontheseresults, it

is difficultto establisha direct effect ofNiCh, on the freeamino acid'pool;at'least in C.juncea ando

under the. conditions. of this research. Conse<J.uently,it appears. that amino acids .are not d~tly

~11\!e(h() a Il1~ta1:'specifi~ t(}l~raIl~ r~p<?~ t(}Ni. ÚlC: jit'!c~, eyen tlloughNi. accU1l1ul,<itionof."all.

fi:ee amm() a(:itl$ip.~ts pf s(}y~~ s~mgs~~ip.~ p~~~ç~ (}fNthllv~ be.et1d~1J1(}Ilsf.11it~:

previ~~!y (Shintinawtanq.~" 20Q()).
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Lipid peroxit1tztion: Lipi4. per()xi()ati91l.is ~s()Ciat~(l.vvith.oxid,atiy~ s~s 3,1ld.<;O1ltp.pu~.t9 tbe

breaiçdown.ofthe functiQnal.and.stru~.integrity QfbiQlogi~.membranes, ~u1ting .ininc~~

in the penneability ofthe plasmamembrane, wPichJeads toJea!cage ofK+ ions and.other solutes,

amino acids oxidation and eventually may cause cell death (Gratão.et aI., 2005). The ROS,

production.can react with ~. fatty acids to cause peroxidation of essentiallipids in.the

membranes or intracellularorganelles.MoreoveriH2.Ú2canaccumulate .inplanttissues where.the.

antioxidantsactivitiesare suppressed(Scandalios,1993).Malondialdehyde(MDA)is one of several

low molecular wei~t end' products, fOfi11edvi~ decolI1posi~oIl.of certail1.Prlm89' aJ:id.secorn;lary

lipi<iperoxi<iation.products (I;,i~etal~, 1:997),~aIl<lolfiIletal~(1:996).suggeste(h4a~Ni:~~ces lipi<i

pe~xi4ati9n, degrading membrane. lipids and. ~~ing conformatianal changes in. membrane

w>~ins. Inthiswork, lipi4.peroxidationwasmonitQred.bym~.the concentratiQnofMDA in

shpots ofcomr.olandO.5mmol.L-1NiCh treated.seedlings.lhe. degree oflipid.peroxidationvaried

very little in shoots of control plants, however, a steady almost linear. increase in. MDA was

observed for. the Nl treatment, clearly indicating. a. Ni.induced oxidative stress in. C. jUlK;ea

seedlings shoots (figure 4). Such a result is in .agreementwiththoseobtained.by Baccouchetal.

(2001) who showed'that Ni oxidative disorder is part of the overall expression of Ni toxicity in

roots oflIl~~ witl1,~8Ilced'.üpid'peroxidation...

In. tl1i~st\1dy,.~ ~wtb.. c>f-ç jU1lC~rQ<>ts.~ .~St;Il~!!JJY verY. nWe aff~t~ QYNi. «ia~~l

np~ sPP\\II), hO\'\fev~, ~ ph"i().e>gj~ para,m~~rs.anal~. tQ inv~~ o,qdaúy~ stl'e.ss.

in,dicated.that ROS, ~ ~ing. pIP4u~ed, leading. tQ,lipid.peroxidation. Although. variatiQn. in.CAT

and.GR activitie~w~~e,obseJ:'Vec:l,a. cl~. and. def:ine4.treJ?d.w~ not defin~ thex:efore",it is not

possible with. these. results. to. suggest. the main. enzymatic system which. could. involved. in. the .

dismutationof theROS being,pl'Oduced.but.it-appearsthat. althougbN1.accwnulationjs.occurring.

mainly in the roots, its effect is being transmitted.to the upperparts of the plants and H2.<his being

produced and' likely af being dismutated.by CAT. Furthermore,a more detailed'study would'be

~~, v.:~~.wo~4~~. ~y<>.ly~.~.~ye~~~n..~f~~~.~@c._sy~~~..~.~
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enzytIlatic systel1lS'. 'IJIe OnIY previous fe.POrt for c: jrmc:ea. ll1.re~a~on. to heay)' I11etaI.ll1dtIced'

oxi<iati"e s~s was carri~.ol1twitbCd, witba111CJn: clear~ponse being Qbtained, indica~ing that

GR app~ to.be in.the main.line of antiQxidativedefense.in this plant.species,when.Cd.intiuced.

oxidativestressis concemed(pereiraetal., 2002).
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FigureLegends

Figure 1. Ni accumulation(ppm) in C.juncea seedIings.Ni concentrationswere determinedin the

roots (A) and shoots (B) of seedlingsgrown over a 96 h period. ControI zero NiCh (8) and 0.5

mmolL-1NiCh (O).

FIgUre2. CAT specific activtty (flmoLmin-1.mg-lprotein) in roots (A) and shoots (B) of C.jwzcea

seedlings grown for a 96 h period. Control zero NiCh (8), 0.05 mmol.L-1NiCh (8) and 0.5

mmolL-1 NiCh (O).

Figure 3. GR specific activity (flmol.min-).mgo)protein) in roots (A) and shoots. (B) oí C. juncea

seedlings grown o-ver a 96-h períod. Control zero NiCh (8), o..o.Smmol.L-1 NiCh (e) and 05

mmol.L-tNiClz(O}.

YIgUre 4. Malonaldialdehyde' (.MI}A) concentl'ations (J1D1ol.g~tfresh. weight) m' shoots of seedlings
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5.3-Análise da concentração de Ni nos tecidos vegetais das plantas  

 

Na última década, tem aumentado muito o número de pesquisas e informações 

referentes ao efeito dos metais pesados no meio ambiente, seja por parte dos cientistas ou 

por grupos ecológicos (Gratão et al., 2005). 

No ambiente, as quantidades naturais de Ni são geralmente baixas (Malan & 

Farrant, 1998). Porém, Gerendas et al.(1999b), ressaltam que o Ni é um elemento facilmente 

absorvido e translocado para diferentes partes das plantas. 

Portanto, neste estudo uma das maneiras utilizadas para aumentar a precisão 

dos resultados obtidos nos outros ensaios realizados, sobre o efeito da exposição ao Ni sobre 

o desenvolvimento das plântulas de C. juncea foi a técnica de Fluorescência de Raios X que 

permitiu quantificar a concentração de NiCl2 (0 mM e 0,5 mM), nos períodos de 12 h, 24h, 

48h e 96 h ao longo das estruturas das plântulas de crotalaria (raízes e parte aérea). 

É importante ressaltar que a análise deste estudo foi realizada a partir de 12 h de 

exposição, uma vez que a partir deste horário foi possível realizar a determinação do Ni 

nestas plântulas. 

Nos resultados obtidos nos ensaios do tratamento sem aplicação de Ni, observou-

se que a quantidade deste metal reduziu com o decorrer do tempo de tratamento nas raízes. 

No entanto, com a aplicação da dose 0,5 mM de NiCl2 pode-se verificar uma tendência 

crescente da absorção do elemento Ni neste órgão. 

Entretanto, muitas pesquisas têm demonstrado que o Ni se relaciona com a 

absorção de outros elementos minerais nas plantas, gerando efeitos sinérgicos e antagônicos, 

podendo influenciar a absorção deste elemento em plantas (Pandolfin et al., 1996). Palácios 

& Mataix (1999), por exemplo, observaram que em tomate o Ni+2 inibe competitivamente a 
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absorção de Fe+2 e Zn+2. Neste caso, a indisponibilidade de Fe nos tecidos inibe o 

metabolismo desta planta. Assim, a presença do Ni no tomate, além de reduzir a biomassa 

dos frutos, tornou prejudicial o consumo dos mesmos. 

Para obter mais informações sobre a influência do Ni nestas plantas, a partir 

destas amostras, foram estudadas as variações nas intensidades de distribuição dos 

elementos Fe e Zn associados a estas plântulas de crotalaria em raízes e na parte área em 

função dos tratamentos aplicados com o metal pesado. 

Estes micronutrientes foram escolhidos para este estudo, uma vez que foi 

relatado em pesquisa que um dos sintomas da toxicidade de metais pesados, particularmente 

do Ni, é uma clorose característica da deficiência do Fe (Pandolfin et al., 1996), e em alguns 

trabalhos, como em Rubiaceas após a aplicação do Ni, foram observadas alterações na 

concentração de Zn nestas plantas (Boyd et al., 1999). 

Nos resultados obtidos neste estudo, observou-se que o Ni exerceu influências 

diferenciáveis na concentração e distribuição de Fe. 

Nesta análise realizada para a parte aérea destas plântulas de C. juncea, foram 

observadas baixas concentrações de Fe nas plântulas controle, por outro lado foram 

evidenciadas proporções menores deste elemento absorvido, com a aplicação da 

concentração 0,5 mM de NiCl2 nesta região a partir de 24 h, sendo mantido o mesmo padrão 

da distribuição de Fe até 96 h (Figura 6). O Cd, de forma semelhante, interferiu na 

disponibilidade de K+2, Mg+2 e Fe+2 em plantas (Shukla et al.,2003). Em pepino, analisou-se o 

efeito da aplicação de Pb nesta planta e foi observado que este metal influenciou na absorção 

de micronutrientes (An et al., 2004).  

Em espinafre, após aplicação de Selênio (Se), notou-se a alta concentração deste 

elemento na biomassa desta planta como também que este metal inibiu a absorção de Fe 
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(Hawrylak & Szymanska, 2004). De forma semelhante, o Cu também causou a deficiência de 

Fe em plantas por inibição de sua translocação à parte aérea (Kintzion et al., 2003). 

Em outra pesquisa, também realizada com pepino, foi constatada a baixa 

absorção de Fe e Ca, influenciada pela presença do Ni nesta planta (Varga et al., 1999). 

Clarkson & Lüttge.(1989), mostraram que em muitas espécies de plantas o Ni inibiu 

competitivamente a absorção de Ca+2, Mg+2, Fe+2 e Zn+2. 
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Figura 6. Quantidade de Ferro acumulado na parte aérea de plântulas de Crotalaria em função da aplicação de dose de Níquel. 
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Em relação à influência do Ni no teor do Fe em raízes, verificou-se que houve 

diferença na distribuição deste micronutriente após aplicação do metal e as plantas controle, 

que não receberam este metal. Deve-se ainda considerar que às 48 h do tratamento 

constatou-se uma alteração no padrão de distribuição de Fe nesta raízes (Figura 7). Em 

plantas de espinafre após aplicação de doses de Ni e Hg, fora constatadas maiores 

concentrações destes metais em suas raízes, entretanto foi verificado que estas plantas não 

apresentaram redução em seu desenvolvimento (Chunilall et al., 2004). Em Indian mustard, 

observou-se que o Cd inibiu competivamente a absorção de Ca, Fe e K (Jiang et al., 2004). 

Em rabanete, a absorção de Fe foi influenciada pela disponibilidade de Pb (Larbi et al., 2002). 

Em Brassica juncea, também observou-se que o excesso de S, além de provocar efeitos de 

toxidez nesta planta, inibiu a absorção de micronutrientes (Cui et al., 2003). 

Neste estudo, comparando os tecidos de raízes e parte aérea em plantas de C. 

juncea, observou-se que os teores de Fe nas raízes foram maiores que os obtidos na parte 

aérea após a aplicação do Ni nesta planta. Aparentemente, o Ni interferiu na transporte de Fe 

e inibiu o seu metabolismo nesta planta. Comportamento semelhante foi observado em 

Trigonella corniculata; após a aplicação de Ni nesta planta, foi constatada uma maior 

concentração de Fe nas raízes quando comparado com a presença deste elemento na parte 

aérea (Parida et al., 2003). 
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Figura 7. Quantidade de Ferro acumulado em raízes de plântulas de crotalaria em função da aplicação de dose de Níquel. 
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O Zn participa na estrutura e funcionamento de diferentes processo metabólicos 

em plantas (Panda & Sahu, 1999). Estes autores, constataram que em arroz, a ausência 

deste micronutriente ocasionou a redução no crescimento da planta e do conteúdo de 

clorofila. 

Por este motivo, neste estudo também procurou-se verificar o efeito da 

concentração de Zn com a aplicação do NiCl2 nestas plantas. 

Nesta análise observou-se as doses de Ni diminuíram a assimilação de Zn na 

parte aérea, a partir do período de 24 h de tratamento, comparando-se com as plântulas 

controle que não receberam este metal (Figura 8). Entretanto, a partir de 48 h verificou-se na 

parte aérea um restabelecimento da concentração de Zn quando comparado com plântulas 

controle. Isso indicou a existência de inibição competitiva na absorção de Zn pelo Ni. Em 

Brassica oleracea, foi constatada que absorção e translocação de Cu, Zn e Fe foram inibidas 

pela presença de Ni (Yang et al., 1996). Em Brassica napus, após a aplicação de doses de Cu, 

constatou-se o aumento da concentração deste metal pesado nas raízes desta planta. No 

entanto, o Zn mostrou comportamento contrário, ou seja, foi observado aumento da 

concentração deste micronutriente na parte aérea (Rossi et al., 2004). Por outro lado, em 

milho, ao ser estudado o efeito do Ni sobre os micronutrientes Fe e Zn, verificou-se a inibição 

da absorção destes elementos devido à presença desse metal (Brkic et al., 2004), o que está 

de acordo com os resultados observados neste trabalho. 
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Figura 8. Quantidade de Zn acumulado na parte aérea de plântulas de Crotalaria em função da aplicação de dose de Níquel. 
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Também, a quantificação de Zn nas raízes apresentou variações significativas 

durante o período de tratamento com o Ni. No período de 12 h, observou-se um aumento da 

concentração de Zn nesta parte da planta, seguido de uma variação de comportamento de 

distribuição deste elemento na dose aplicada de 0,5 mM de NiCl2 (Figura 9). 

O que sugere que o Ni durante o tratamento, agiu na inibição competitiva da 

absorção e transporte de Zn para parte aérea das plantas de C. juncea.  

Comportamento semelhante foi constatado em Cajanus cajan, em que foi 

verificado um acréscimo na concentração de Zn em raízes, após a aplicação de Ni no 

tratamento e inibição da sua participação na parte aérea desta planta (Rao & Sresty, 2000) 

Deve-se realçar que em trigo, após aplicação de herbicida, observou-se aumento 

da concentração de Zn nas amostras das raízes desta planta (Wheal et al., 1998). Entretanto 

em gramíneas, a aplicação de doses de urânio inibiu o processo de absorção de nutrientes 

(Meyer et al., 2004). Em trigo, de forma semelhante, aos resultados obtidos com a 

disponibilidade do Ni nesta planta, houve inibição competitiva na absorção do Zn (Pandolfin 

et al., 1996). 

Realmente, segundo Kastori et al.(1992) o acúmulo de metais pesados se faz 

preferencialmente nas raízes do que na parte aérea de plantas. 
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Figura 9. Quantidade de Zn acumulado em raízes de plântulas de Crotalaria em função da aplicação de dose de Níquel. 
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5.4-Análises bioquímicas 

 

A sobrevivência e crescimento destas plantas na presença ao Ni são resultados 

dos processos adaptativos tais como enzimáticos ou síntese de solutos compatíveis para o 

reparo celular (Briat & Lebrun, 1999). De acordo com estes autores, os aminoácidos sob 

condições de estresse, podem ser acumulados em concentrações elevadas e podem 

contribuir para a habilidade da cultivar tolerar o estresse devido à exposição ao metal pesado. 

Para o estudo do comportamento de aminoácidos na presença do metal pesado 

Ni, foi conduzido um ensaio bioquímico para determinação das concentrações de aminoácidos 

solúveis totais para parte aérea e para raízes de plântulas de crotálarias submetidas a 

diferentes concentrações de NiCl2 (0 mM e 0,5 mM) nos períodos de 0 h ,12 h, 24 h, 48 h e 

96 h. 

Os resultados obtidos relativos na quantificação dos aminoácidos em plântulas de 

crotalaria em ambos os tecidos analisados, demonstraram que houve mínima variação no 

padrão desses aminoácidos, considerando-se o tempo de exposição ao NiCl2 nestes 

tratamentos. 

Dando continuidade a estes estudos, neste trabalho analisou-se qualitativamente 

os níveis dos aminoácidos histidina e prolina em relação ao total destes aminoácidos destas 

amostras. Estes aminoácidos foram utilizados, uma vez que em alguns trabalhos foram 

observados níveis elevados destes aminoácidos na presença de metais pesados. Por exemplo, 

Lesko et al. (2001) ao estudarem o efeito do Cd em plantas, constataram que aminoácidos 

como alanina, histidina e prolina, participavam nos mecanismos de tolerância ao estresse 

induzido por este metal. 
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Nos estudos conduzidos em Alysum lesbiacum, por Kramer et al. (1996), foi 

verificado que na presença de concentrações tóxicas de Ni, a histina foi responsável pelo 

aumento da biomassa desta planta e inibição do efeito deste metal no crescimento das 

raízes. Estes autores realizaram um amplo estudo sobre o efeito do Ni por plantas e 

concluíram que em Thaspi goesingese, a histidina foi capaz de inibir a ação do Ni sobre o 

desenvolvimento desta planta. A partir destes estudos, estes autores sugerem que este 

aminoácido possui um importante papel no processo de defesa desta planta. Em Alnus 

glutinosa, foi observado que a histidina, participou no processo de tolerância ao Ni evitando a 

necrose das folhas desta planta (Wheeler et al., 2001). Outra pesquisa realizada em soja, 

também demonstrou o efeito da histina na retenção do Cd e Ni (El-Shintinawy & El-Ansary, 

2000). 

Pesquisas têm mostrado que a prolina atua no processo de sobrevivência de 

plantas em diferentes situações de estresse (Roy & Bera, 2002). Em Lemna minor em 

tratamentos que receberam Pb, foi constatado após a aplicação deste metal, a alta 

concentração de prolina nesta planta (Mohan & Hosetti, 1997). Em folhas de Albizia lebbek, a 

quantidade acumulada de prolina aumentou com a aplicação de doses de Ni (Tripathi & 

Tripathi, 1999). A aplicação de Cd em trigo, provocou alterações na concentração de prolina 

(Öncel et al., 2000). Também em uma pesquisa realizada em arroz, foi constatado a variação 

na concentração de prolina na parte aérea após a exposição desta planta ao Cu (Chen et al., 

2000). 

Com este propósito foi realizada uma separação deste aminoácidos por T.L.C 

(Figuras 10 e 11), nas concentrações de NiCl2 (0 mM e 0,5 mM) e nos períodos de 12 h, 24 h, 

48 h e 96 h.  
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Pela Figura 10, observou-se a presença de histidina nestas plântulas que foram 

submetidas a uma concentração mais alta de NiCl2. No caso da prolina, também houve a 

presença deste aminoácido nestas plântulas (Figuras 10 e 11). 

Se tivéssemos realizado uma análise qualitativamente destes aminoácidos por 

HPLC, poderíamos certamente chegar à constatação da sua concentração específica e que 

devem estar intrinsecamente ligados à remoção do Ni nesta planta. 
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Figura 10. Análise de Histidina e Prolina na parte aérea de plântulas de C.juncea por T.L.C

A) Padrão do Aminoácido Histidina  
B) Padrão do Aminoácido Prolina 
C) 0 mM 12 H 
D) 0,5 mM 12 H 
E) 0 mM 24 H 
F) 0,5 mM 24 H 
G) 0 mM 48 H 
H) 0,5 mM 48 H 
I) 0 mM 96 H 
J) 0,5 mM 96 H 

A    B       C       D                       E      F               G   H                   I    J      B        A
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A) Padrão do Aminoácido Histidina  
B) Padrão do Aminoácido Prolina 
C) 0 mM 12 H 
D) 0,5 mM 12 H 
E) 0 mM 24 H 
F) 0,5 mM 24 H 
G) 0 mM 48 H 
H) 0,5 mM 48 H 
I) 0 mM 96 H  
J) 0,5 mM 96 H 

A      B              C    D                  E        F                  G   H               I      J                         B     A

Figura 11. Análise de Histidina e Prolina em raízes de plântulas de C.juncea por T.L.C 
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Dando seqüência ao propósito de obter informações do efeito do Ni em 

C.juncea, foi realizado o estudo do comportamento de enzimas na presença do metal pesado 

Ni. Foram conduzidos ensaios bioquímicos para determinação das atividades da SOD, CAT e 

GR para parte aérea e para raízes de plântulas de crotálaria submetidas a diferentes 

concentrações de NiCl2 (0 mM, 0,05 mM e 0,5 mM) nos períodos de 0 h, 12 h, 24 h, 48h, 72h 

e 96 h. 

As CATs, são enzimas encontradas em todos organismos aeróbios, localizam-se 

no citoplasma e nas organelas mitocondrias e peroxissomos sendo responsáveis pela 

transformação de 2H2O2 em O2e 2H2O (Vranova et al., 2002). 

Em plantas, a GSH é uma das principais defesas para células contra uma 

variedade de estresse oxidativos, incluindo poluição do ar, calor, frio e seca (Lea et al., 

1998). A GSH regula a síntese de PCs e tem importante papel como antioxidante nos 

sistemas biológicos (Gallego et al., 1996). Entretanto, para a maioria destas funções, 

principalmente o papel antioxidante, a GSH deve estar na sua forma reduzida. Essa oxi-

redução é catalisada pela Glutationa Redutase (GR) (Creissen et al., 1994). Segundo este 

autor, esta enzima, catalisa a redução da Glutationa Oxidada (GSSG) para a Glutationa 

Reduzida (GSH) na presença da NADPH. 

As SODs são enzimas responsáveis por catalisar a dismutação de O2
•−  a H2O2 e 

O2, desta forma possuem um importante papel na célula contra efeitos tóxicos destes O2
•− 

formados em diferentes compartimentos celulares (Del Rio et al., 2002). 

Os resultados obtidos nestes estudos, indicaram que estas enzimas 

desenvolveram modificações de suas atividades bioquímicas na parte aérea e em raízes na 

presença do Ni. Em raízes foi observado alta atividade de SOD e baixa atividade de CAT e GR, 

entretanto na parte área foi observada baixa atividade de SOD e alta atividade de CAT e GR. 
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De forma semelhante, Ali et al. (2002) observaram em arroz tanto em raízes como na parte 

aérea alterações nas atividades das enzimas CAT, GR e SOD na presença de Hg. 

Da mesma maneira o estresse provocado pelo frio em pepino causou a redução 

na atividade da SOD (Feng et al., 2003). Entretanto, a atividade da SOD foi estimulada em 

Cajanus cajan na presença do Zn (Rao & Sresty, 2000). Em ervilha o Cd induziu o aumento 

da atividade desta enzima (Dalurzo et al., 1997). 

A atividade da SOD aumentou em folhas de aveia tratadas com Cu (Luna et al., 

1994), em girassol a presença do Cd induziu o aumento da atividade da SOD (Gallego et al., 

1996). Também foi verificado em ervilhas que o Selênio induziu o aumento da atividade desta 

enzima (Xue et al., 2000). 

De acordo com Espen et al. (1997), o Ni exerce efeito tóxico na planta a partir de 

mecanismos específicos, com inativação e a degradação seletiva de proteínas, como as de 

membrana por exemplo. Segundo estes autores, este processo causaria a ruptura das 

mesmas, o que levaria a formação de EAOs. De forma semelhante, estudos realizados com Al 

em milho indicaram a rápida formação de EAOs após a aplicação deste metal nesta planta 

(Boscolo et al., 2003). Conseqüentemente, este aumento na formação de EAOS seria 

responsável por mudanças da atividade da SOD (Guo et al., 2004). 

Neste trabalho, observou-se em plântulas de crotalaria, que ocorrem diferenças 

entre os níveis de atividade de SOD, entre os tratamentos com NiCl2 em ambos tecidos 

testados. Conforme pode ser observado pelas Figuras 12 e 13. 

No caso da C. juncea na parte área, quando comparado com as raízes, foi 

constatada a redução da atividade da SOD ao longo dos tratamentos com as duas 

concentrações de Ni utilizadas. De forma semelhante, em milho submetido ao estresse salino 

foi constatada baixa atividade da SOD na parte aérea (Menezes-Benavente et al., 2004). 
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Estes autores, sugerem que nestas condições de estresse deva estar ocorrendo uma rápida 

indução dos genes de síntese de enzimas, como a SOD, e ressaltam que mesma estaria 

sendo degradada rapidamente, devida a sua ação de remoção das EAOs por tanto, o nível 

verificado de atividade desta enzima é baixo. 
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Figura 12. Atividade específica da SOD na parte aérea de plântulas de crotalaria submetidas à diferentes concentrações de Ni. 
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Em raízes a concentração de 0,05 mM de NiCl2 mostrou a mesma tendência 

observada no tratamento controle, com elevada atividade da SOD até 72 h e com um 

posterior declínio. O que caracterizou um estágio de exaustão, que possivelmente superou a 

capacidade de adaptação desta enzima nestas plântulas. Entretanto, foi observado que a 

concentração 0,5 mM de NiCl2, induziu um aumento da atividade desta enzima até 48 h, 

entretanto a partir deste horário houve modificação neste processo fisiológico (Figure 13). 

Neste trabalho, observou-se que nas plantas de C. juncea ocorreram diferenças 

significativas entre os níveis de atividade da SOD entre raízes a parte aérea em relação aos 

tratamentos com Ni e seus respectivos controles. Além disso, a partir de 48 h, foram 

observadas variações específicas para esta enzima para ambos tecidos. Isso sugere que a 

partir deste horário, o estresse causado por este metal, no desenvolvimento da crotalaria, 

dentro das condições e concentrações utilizadas, induziu aumento da formação de EAOs 

(Figura 13). 

Estes resultados são semelhante em Alyssum bertolonii, onde foi relatado o 

aumento da atividade da SOD em raízes que foram expostas ao Ni (Boominathan & Doran, 

2002). Este autores interpretam este resultado, sugerindo que esta enzima nas raízes seja o 

mecanismo utilizado por esta planta, para reduzir possíveis danos provocados pelo Ni. 
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 Figura 13. Atividade específica da SOD em raízes de plântulas de crotalaria submetidas à diferentes concentrações de Ni. 
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Os resultados apresentados da atividade de SOD para concentrações de géis 

confirmam os resultados obtidos no ensaio em espectrofotômetro. 

Nas análises dos tratamentos realizados na concentração 0,05 mM de NiCl2 foram 

observados as presenças de 2 isoformas de SOD em ambos tecidos ao longo do tratamento, 

apesar destas bandas não apresentarem uma boa definição, devido ao procedimento na 

revelação dos géis na luz (Figuras 14 e 15). 

Nos tratamentos em que foi aplicadas a concentração 0,5 mM de NiCl2 foram 

constatadas as presenças de até 3 isoformas na parte aérea desta plântulas de C. juncea 

(Figura 16). De forma semelhante, os estudos das raízes demostraram 3 isoformas distintas 

de SOD e pode-se verificar que não ocorreram diferenças entre ativação ou inibição 

específica destas isoformas (I, II e III) em todos os tratamentos avaliados e em relação ao 

controle (Figura 17). 

Estes resultados sugerem que neste trabalho, as variações específicas nas 

isoformas de SOD, tenham influência do estresse induzido pelo Ni. Este fato está de acordo 

com os apresentados para C. juncea. Apesar de ter sido utilizado o Cd, também foi 

apresentado alteração no padrão de isoenzimas nos tratamentos para este metal tanto em 

raízes quanto na parte aérea (Pereira et al., 2002). De forma semelhante, Khanna-Chopra & 

Babarinath (2004), estudaram atividade de SOD em resposta ao estresse induzido por altas 

temperaturas e constataram que a concentração isoenzimas em situação de estresse. Em 

tomate, após ter sido submetido a exposição de EAOs, foi observado a indução do mRNA que 

traduziu a Fe-SOD (Rejeb et al. 2004). 

Portanto, esta condição de estresse induzido pelo Ni possivelmente levou a planta 

a apresentar alterações metabólicas, com a formação de isoenzimas que poderiam auxiliar 
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nesta condição desfavorável e diminuindo os efeitos estressantes nesta planta como pode 

ser constatado pelas Figuras 16 e 17. 

Realmente, uma variedade de estresses oxidativos têm mostrado alterar a 

expressão dos genes que codificam as isoenzimas de SOD (Kaminaka et al., 1999). 
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Figura 14. Atividade da SOD na parte aérea de C.juncea, submetidas à concentração 0,05 mM de NiCl2. A) Amostra Padrão de 
SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24, E) 96 H. Os números a esquerda indicam isoformas de SOD. 
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Figura 15. Atividade da SOD em raízes de plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,05 mM de 
NiCl2  A) Amostra Padrão de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os números a indicam 
isoformas de SOD. 
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Figura 16. Atividade da SOD na parte áerea plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,5 mM de 
NiCl2  A) Amostra Padrão de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os números a indicam 
isoformas de SOD. 
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Figura 17. Atividade da SOD em raízes de C.juncea, submetidas à concentração 0,5 mM de NiCl2. A) Amostra
Padrão de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os números a esquerda indicam isoformas de 
SOD. 
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Em plantas, existem três isoformas da SOD que são classificadas a partir do íon 

metálico presente em seu sítio ativo Cobre-Zinco (Cu/Zn-SOD), Manganês (MnSOD) e Ferro 

(FeSOD) (Sherme & Dizengremel, 1998). 

A Cu/Zn-SOD é a mais abundante entre as metaloenzimas sendo observada no 

citosol e em cloroplastos de células eucariontes e são sensíveis à concentrações milimolares 

de KCN (cianeto de potássio) e H2O2. A MnSOD é encontrada na matriz mitocondrial e em 

cloroplasto e apresenta insensibilidade ao KCN e H2O2 e a FeSOD, é encontrada no 

cloroplasto, peroxissomos e mitocôndrias sendo insensível ao KCN e irreversivelmente 

inativada pelo H2O2 (Alscher et al., 2002, Azevedo et al., 1998). 

Em folhas de ervilhas verificou-se o aumento das variações de isoformas de SOD 

após a aplicação do herbicida paraquat (Donauhe et al., 1997). Em Arabidopsis thaliana 

submetidas à radiação UV-B, verificou-se a indução da formação da Cu/Zn-SOD (Rao et al., 

1996). Enquanto que nos cloroplastos de Nicotiana plumbaginifolia o ozônio reduziu a 

formação de FeSOD (Masia, 1998). 

No presente estudo também foram identificadas os tipos de isoformas que são 

induzidas nesta planta. Foi constatada a indução de isoenzimas na parte área, sendo duas 

isoformas caracterizadas como Cu/Zn-SOD (A), uma Fe/SOD (B) e duas como Mn/SOD (C) 

(Figura 18). 

Diferentemente, nos estudo realizados com raízes em que foram observadas, as 

isoenzimas Cu/Zn-SOD (A) e Mn/SOD (C) (Figura 19). 

Esta alteração de atividade das isoformas de SOD sugere que o Ni esteja 

envolvido na regulação da transcrição das mesmas. De fato, a alteração no padrão de 

atividade de SOD é bastante variada e muitas vezes depende da espécie de planta, tecido e 

etapas de desenvolvimento da espécie (Azevedo et al., 1998). 
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Resultados similares foram observados em Mesembryanthemum crystalliinum. 

Após o estresse salino, foi constatado a indução de 3 isoformas Mn/SOD (Slesak & Miszalski, 

2003). Em trigo submetido a baixas temperaturas, houve a indução de 3 isoenzimas, sendo 2 

Fe/SOD e 1 Cu/Zn-SOD. Também em Arabidopsis thaliana quando foi estudado o efeito do 

estresse salino, verificou-se após a indução deste processo, uma superexpressão da Mn/SOD 

(Wang et al., 2004). Segundo estes autores, o aumento de atividade desta isoenzima foi 

suficiente para conferir proteção contra a toxicidade de EAOs. Em tomate submetido a altas 

temperaturas, observou-se a indução de Fe/SOD (Rivero et al., 2003). 

Segundo Bower et al. (1994), as metaloenzimas de SOD apresentam em sua 

seqüência o aminoácido histidina. Aminoácido envolvido na complexação de Ni (Kramer et al., 

1996). 

Desta forma, o uso de técnicas moleculares e avaliação de seqüências de cDNA 

que codificam as diferentes isoformas das SOD possibilitam expandir consideravelmente a 

compreensão do papel desenvolvido por esta enzima e o estresse oxidativo em plantas 

(Bowler et al., 1994). 
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Figura 18. Isoformas de SOD em raízes de plântulas de C. juncea. A) Controle, B) Incubação em KCN antes 
da revelação, C) Incubação em H2O2 antes da revelação. Os números indicam as isoformas da SOD  
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Figura 19. Isoformas de SOD na parte aére de plântulas de C. juncea. A) Controle, B) Incubação em KCN 
antes da revelação, C) Incubação em H2O2 antes da revelação. Os números indicam as isoformas da SOD. 
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Dando continuidade a estes estudos, foi feita a quantificação de proteínas totais 

dos extratos de raízes e da parte aérea de plântulas de crotalaria, que receberam as doses 

0,05 mM e 0,5 mM de NiCl2. Com este propósito foi utilizada o método de géis para atividade 

de proteínas totais em SDS-PAGE nos períodos de 0 h ,12 h, 24 h e 96 h. 

Os resultados mostraram que na parte aérea houve alteração na formação de 

bandas em diferentes concentrações deste metal, no decorrer do tempo, como pode ser 

observado na Figura 20, comparando as isoformas IV e VI do controle com as outras bandas. 

Também nas raízes foram constatadas variações que envolvem alterações na 

intensidade das bandas específicas, bem como a presença ou ausência das mesmas em 

algumas bandas. A alteração da quantidade de bandas das proteínas nas raízes, sugere estar 

relacionada ao fato da presença de Ni estar inibindo o suprimento de carbohidratos da parte 

aérea para raízes (Figura 21, Banda D). 

Neste caso, a planta possivelmente estaria utilizando como estratégia, as 

proteínas como substrato no processo respiratório. Estes resultados obtidos corroboram com 

os relatos de outros autores como Kastori et al. (1992), que verificaram a redução da 

quantidade de proteínas em girassol após a aplicação de metais pesados. Estes autores 

concluíram que estes metais estariam afetando este processo metabólico desta planta. No 

trigo, o Cd provocou alteração em eventos fisiológicos, como a fotossíntese e foi constatada a 

disponibilidade de proteínas para garantir uma maior tolerância ao estresse nesta planta 

(Shukla et al., 2003). Em Lemna minor, após a aplicação de Pb também foi observada a 

redução da concentração de proteínas (Mohan & Hosetti, 1997), da mesma maneira, em 

experimentos com raízes de milho submetidas ao Ni, essas plantas apresentaram variações 

significativas na fisiologia de suas proteínas em resposta ao estresse por este metal, 
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passando as mesmas exercer o papel de fonte de energia para as raízes na ausência de 

carbohidratos (Dieuaide et al., 1999).  
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Figura 20. Eletroforese em gel de Proteína Total (coloração com prata) com 5 µL de extrato da parte aérea de
plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,5 mM de NiCl2. A) Amostra Padrão de Proteína, B) 0 H 
(Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os números indicam peso molecular de proteína total. 
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Figura 21. Eletroforese em gel de Proteína Total (coloração com prata) com 5 µL de extrato vegeta de raízes de
plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,5 mM de NiCl2. A) Amostra Padrão de Proteína, B) 0 H 
(Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os números indicam peso molecular de proteína total. 
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Figura 22. Eletroforese em gel de Proteína Total (coloração com prata) 5 µL de extrato vegeta da parte área 
de plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,05 mM de NiCl2. A) Amostra Padrão de Proteína, B) 0 
H (Controle), C) 12 H, D) 24, E) 96 H. Os números indicam peso molecular de proteína total. 
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Figura 23. Eletroforese em gel de Proteína Total (coloração com prata) 5 µL de extrato vegeta de raízes 
de plântulas de C.juncea, submetidas à concentração 0,05mM de NiCl2. A) Amostra Padrão de Proteína, B)
0 Horas (Controle), C) 12Horas, D) 24, E) 96 Horas. Os números indicam peso molecular de proteína 
total. 
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Van Assche & Clijsters (1990) relatam que a exposição a metais pesados, como 

Cd e Ni induz alterações tanto nas atividades qualitativas como quantitativas das enzimas 

presentes em plantas. 

Neste trabalho, alterações de comportamento da atividade das enzimas foram 

observadas tanto em raízes como na parte aérea destas plântulas após a aplicação de Ni. 

Isso indica que com resposta induzida nestas condições de estresse, as enzimas podem ter 

restringindo suas atividades ao tecido da planta afetado por este metal. 

De fato, Schickler & Caspi (1999) constataram que o sistema antioxidante tem 

importante papel no mecanismo de tolerância das plantas à exposição ao Ni, impedindo a 

formação EAOs ou a remoção das mesmas. 
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6-CONCLUSÕES 

 

1-Em raízes e na parte aérea de plântulas de C. juncea, as atividades observadas 

para as enzimas CAT e GR, tanto para dosagem como para tempo de tratamento observou-se 

padrões semelhantes de resposta ao Ni, verificando-se a elevação da atividade destas 

enzimas na parte aérea. 

 

2-Alta atividade observada da CAT na parte aérea pode estar relacionada com a 

formação de EAOs nesta região no processo de fotorrespiração. OO  aauummeennttoo  nnaa  aattiivviiddaaddee  ddaa  

GGRR  nnaa  ppaarrttee  aaéérreeaa  ppooddee  sseerr  eexxpplliiccaaddoo  ppeelloo  ffaattoo  ddee  sseerr  oo  cciicclloo  HHaalllliiwweellll--AAssaaddaa,,  oo  pprriinncciippaall  

mmeeccaanniissmmoo  qquuee  aaggee  nnaa  ddeessiinnttooxxiiccaaççããoo  ddaass  EEAAOOss  ggeerraaddaass  ppeelloo  NNii..  CCaabbeennddoo  aa  GGRR  mmaanntteerr  aallttooss  

ooss  nníívveeiiss  ddee  GGSSHH  ee  AAssAA..  

  

3- Em relação a atividade da SOD, na parte aérea, houve tendência a atividade 

desta enzima se manter baixa neste órgão. Entretanto nas raízes, verificou-se elevação da 

atividade mediante a exposição ao Ni, o que sugere que esta enzima possa conferir tolerância 

ao metal pesado. 

 

4- No caso da quantificação de aminoácidos totais, mediante a exposição ao Ni, 

constatou-se que este genótipo não acumula aminoácidos livres totais nos tratamentos como 

forma de superar o efeito do Ni. 

 

5- Indiretamente, o Ni afeta a absorção de nutrientes, em C. juncea como o Fe e 

Zn. 
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6- As plantas de C. juncea, submetidas a altas doses de Ni, acumulam este 

elemento, principalmente nas raízes, entretanto, existe uma relação entre os teores de Ni na 

parte aérea e o aumento de peroxidação lipídica nesta região, conforme o estudo de MDA 

permitiu constatar. 
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